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Cuvant Tnainte

Aspectele stiintifice abordate in cadrul tezei de doctorat , Optimizarea
metodelor spectrometrice de masa prin chip-electrospray pentru studiul
biomoleculelor” se finscriu in tendinta actuald a cercetdrii legaturilor dintre
tehnologia de avangarda a microfluidicelor cu spectrometria de masa. Studiul de
fata, prin aspectele de cercetare abordate, completeaza cunostintele asupra
implementarii  microtehnologiei bazata pe spectrometria de masa, in studii de
proteomicd si glicomica. Deoarece spectrometrul de masa este un instrument
important  in domeniile amintite mai sus, este esential sa intelegem nu numai
rezultatele obtinute cu acesta, dar si avantajele functionarii acestuia in tandem cu
alte instrumente, de exemplu cu un robot pentru procesarea automata a probei.
Specificitatea tandemului (cuplajul NanoMate QTOF MS), utilizat in spectrometria de
masad si prezentat in acesta tezd, este folosita la caracterizarea farmacocineticd a
unor matrici biologice complexe. In ceea ce priveste caracterizarea proteinelor,
spectrometria de masa in tandem este o metoda importantd, versatila, in care
proteinele intacte sunt ionizate, folosind tehnica ionizarii prin electrospray, si apoi
sunt supuse fragmentarii in analizorul de masa, in vederea identificarii de novo.

Tot in aceasta lucrare este prezentat pe larg si primul cuplaj dintre robotul
NanoMate si spectrometrul de masa de tip HCT MS. Acest tandem a fost testat si
optimizat pentru a functiona in regimul de screening si fragmentare in tehnica
ionilor pozitivi si negativi pentru principalele clase de biomolecule: peptide, proteine
si hidrati de carbon.

Rezultatele remarcabile obtinute cu aceste noi platforme analitice si metodologii de
lucru permit o estimare pozitiva cu privire la posibilitatile lor de a se constitui intr-o
alternativa viabila la metodele analitice existente, in prezent, pentru cercetarea din
domeniu.

Suportul financiar pentru desfasurarea activitatii de cercetare a fost pus la dispozitie
de Autoritatea Nationala pentru Cerecetare Stiintifica (A.N.C.S., Romania) in cadrul
proiectelor CE EX 98/2006, CE EX 111/2006 si PN II 41001/2007.
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Rezumat,

Prezenta tezd de doctorat si-a propus s&a combine tehnologia de avangardda a

microfluidicelor cu spectrometria de masa (MS) in vederea depdsirii limitelor curente ale
biologiei moleculare in general si ale tehnicilor traditionale din cercetarea biologicd si
biochimica, in particular.
Totodata, lucrarea a urmarit implementarea microtehnologiei cu MS in studii de proteomica si
glicomicd. Astfel, obiectivele tezei au fost: dezvoltarea, optimizarea si cuplarea cu
spectrometria de masa de inaltd performantd, a unui sistem robotizat dotat cu un chip de
siliciu, robotul NanoMate bifunctional care integreaza manipularea si injectarea automata a
probei in MS prin chip electrospray; optimizarea pentru prima data a robotului NanoMate
pentru a functiona in cuplaj cu un spectrometru de masd de tip capcand ionica de mare
capacitate (HCT MS); optimizarea robotului NanoMate pentru a functiona in cuplaj cu un
spectrometru de masa de tip cuadrupolar hibrid cu timp de zbor (QTOF MS).
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CONSIDERATII TEORETICE

INTRODUCERE. OBIECTIVELE TEZEI

In ultimul deceniu instrumentele utilizate in spectrometria de mas& nu s-au
schimbat fundamental, dar progresele importante facute in dezvoltarea acestora au
constat in automatizarea lor in acelasi timp cu imbunatatirea colectarii si prelucrarii
datelor obtinute. Automatizarea a fost necesara persoanelor implicate in munca de
cercetare, in vederea efectuarii unor activitati repetitive care sa conduca la o
reducere a costurilor si a timpului de lucru, la o imbunatatire a colectarii datelor, la
o reproductibilitate mai buna a rezultatelor, la o mai buna gestionare a datelor.
Sistemele de automatizare asigura deci, o calitate mai buna a datelor si un control
mai strict al modului in care se realizeaza operatiuni de rutina.

De asemenea popularitatea larga a spectrometriei de masa, ce o recomanda
ca o tehnica de varf Iin proteomica, este datd de specificitatea moleculara de
neegalat (datorita capacitatii unice de a masura cu precizie masa moleculara si de a
oferi informatii cu privire la structura fragmentelor de ioni diagnostic din proba
analit), sensibilitate ultrainaltd la detectie, aplicabilitatea extrem de larga pentru
toate tipurile de proba ( volatila sau nevolatila, polare sau nepolare precum si
materiale gazoase, lichide sau solide) si la majoritatea claselor de compusi. De
aceea putem spune despre spectrometria de masa cd este cea mai cuprinzatoare si
mai adaptabild tehnica de analiza aflata la dispozitia chimistilor si biochimistilor.
Dispozitivele polifunctionale, asa-numitele sisteme de microanaliza totala (micrototal
analysis systems, u-TAS) reprezintd cea mai avansata micro-biotehnologie care
exista in prezent. In cazul cuplarii sistemelor de microanaliza totald cu spectrometria
de masa
(MS) platforma rezultatéd este capabila sa inlocuiasca sursele clasice de ioni cu
electrospray aducandu-le la nivelul de chip, iar prin functiile lor integrate, acestea
sa efectueze operatii analitice multiple.

Un astfel de exemplu este sistemul NanoMate produs de compania Advion
BioSciences, in care functiile analitice sunt integrate intr-un singur robot, dotat cu
un chip de siliciu prin care se realizeaza ionizarea si introducerea probei in
spectrometrul de masa. Acest sistem poate fi considerat este un adevarat
laborator, care include un mecanism robotizat, o coloand de infuzie, o placa de
microtitrare pentru depunerea probei si chipul de siliciu pentru electrospray avand o
suprafatd de numai cativa cm?.

Avantajele folosirii in bioanalitica a unui asemenea sistem sunt:

1. Eliminarea procedurilor laborioase si a experimentelor care necesita echipamente
si aparate scumpe, spatiu si investitii pentru mentinere si reparare;

2.Consum redus de proba si solventi (1-2 microlitri, concentratie: atto-femtomolar);
3. Miniaturizare, integrare, usurinta de manipulare;

4. Costuri reduse: 2-3 euro/chip pentru o analiza completa;

5. Acuratete si precizie exceptionald, reproductibilitate ridicata;
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8 Introducere. Obiectivele tezei

6. Date structurale excelente la sensibilitate ultrainalta;

7. Necesitdti minime de infrastructura.

In tara noastra nu a fost inca demarata, cu adevarat, implementarea sistemelor de
laborator pe un chip In conjunctie cu MS in cercetarea din chimie, biochimie, si
biomedicina. La nivel international tehnologia bazata pe sisteme de microanaliza totala
este foarte avansata din punct de vedere tehnic, insa ea se afla numai intr-un stagiu
incipient in relatia sa cu aplicatiile si optimizarea pentru probe biologice. Numai cateva
laboratoare din lume au testat aceastda tehnologie de avangarda si au semnalat
concomitent avantajele sale enorme. Cuplajul intre u-TAS si MS pentru o analiza totala
(in vederea investigarii structurii fine a biomoleculei) a fost pana acum testat numai de
cateva grupuri care insa au efectuat experimentele pentru studii de genomica si
proteomica si sunt intr-o faza de inceput. Aceasta situatie de la nivel mondial are doua
cauze majore: 1) explozia de cunostinte in domeniul microtehnologiei, dublate de
dobindirea unor competente multiple asociate progreselor tehnologice si 2) de faptul ca
majoritatea laboratoarelor dispun deja de echipamente scumpe si sofisticate bazate pe
aparaturd masiva cu care sunt obignuite sd lucreze.

In acest context prezenta tezd de doctorat si-a propus sa combine tehnologia de
avangarda a microanalizei cu spectrometria de masa in vederea depasirii
limitelor curente ale biologiei moleculare in general si ale tehnicilor
traditionale din cercetarea biologica si biochimica in particular.

Totodata, lucrarea a urmarit implementarea microtehnologiei cu MS in studii de
proteomica si glicomica si aplicarea acestei metodologii ultramoderne pentru analiza
anumitor compusi glicoconjugati functionali si identificarea unor biomarkeri de acest tip.
Astfel, obiectivele tezei au fost:

e dezvoltarea, optimizarea si cuplarea cu spectrometria de masa de
inalta performanta, a unui sistem robotizat dotat cu un chip de siliciu,
robotul NanoMate bifunctional care integreaza manipularea si injectarea
automata a probei in MS prin chip electrospray.

e optimizarea pentru prima data a robotului NanoMate pentru a
functiona in cuplaj cu un spectrometru de masa de tip capcana ionica
de mare capacitate (HCT MS).

e optimizarea robotului NanoMate pentru a functiona in cuplaj cu un
spectrometru de masa de tip cuadrupolar hibrid cu timp de zbor (QTOF
MS).

e dupa optimizare, aceste tehnologii inovatoare si ultramoderne au fost
aplicate in cercetari de chimie, biochimie si biomedicale, in particular in
proteomica si glicomica pentru screening, fragmentare si analiza structurala
a diverselor tipuri de zaharide, de la polizaharide functionalizate la glicani si
compusi glicoconjugati (glicolipide si glicopeptide) exprimati in sistemul nervos
central uman sanatos si afectat de boald (tumori) si respectiv dezordini de
glicozilare in care hidratii de carbon joaca un rol esential.

e cuplarea sistemului NanoMate cu tehnica de disociere prin transfer de
electroni (ETD) a condus la aplicarea acestei metodologii combinate pentru
analiza structurald prin fragmentare a peptidelor si proteinelor in regim top-
down.

BUPT



CAPITOLUL1I
Teoria si tehnica ionizarii prin electrospray
in spectrometria de masa

1.1 Notiuni generale

Ionizarea prin electrospray este astazi tehnica de ionizare cea mai utilizatd pe scara
larga 1n industria chimica si in analizele biochimice. Eficienta sa in ionizare a schimbat
profund stiintele biomoleculare, deoarece spre exemplu proteinele prezente in
esantioane oricat de mici, pot fi identificate si cuantificate cu un randament sporit.
Ionizarea prin electrospray (ESI) este o tehnicd de ionizare la presiune atmosferica,
pentru dezvoltarea careia, in 2002, lui John B. Fenn de la Virginia Commonwealth
University, Statele Unite ale Americii i s-a decernat premiul Nobel pentru Chimie. In ESI
principiul de formare a ionilor in faza gazoasa este foarte diferit de cel de ionizare
»Clasica” prin impact electronic (EI), ionizare chimica (CI), ionizare chimica la presiune
atmosferica (APCI) sau prin bombardament cu atomi rapizi (FAB). Diferenta majora
dintre ESI si tehnicile de ionizare enumerate mai sus consta in faptul ca in ESI proba
este dizolvata cu solventi polari (compatibili cu tehnica analitica folosita si cu adaos de
electroliti in concentratie scizutd, 10> -103 mol/l) si se pulverizeazd la presiune
atmosferica printr-un capilar mentinut la un potential ridicat (3-4kV). Din aceasta
electropulverizare rezultd picaturi incarcate electric din care, ulterior, solventul se
evapora obtinandu-se ioni in faza gazoasa [1-3].

in contrast cu ionizarile prin EI, CI sau FAB, unde ionii multiplu incarcati se
observa foarte rar, in cazul sursei de ioni cu electrospray, in solutie se formeaza ioni
simplu si multiplu incércati derivand din: 1) cationi ai metalelor alcaline: Li*, Na*, K*,
Cs*, Rb*; 2) pdmanturi alcaline: Mg*, Ca?*, Sr?*, Ba*; 3) ioni ai metalelor tranzitionale
simplu si dublu incarcati precum si complecsi ai acestora cu liganzi mono- si polidentati;
4) anioni ai acizilor anorganici, precum NOs’, CI', H,PO,, H,SO, si SO,; 5) baze
organice simplu si multiplu protonate precum amine, alcaloizi, peptide, proteine; 6)
acizi organici sau fosfati organici simplu si multiplu deprotonati precum acizii nucleici;
7) hidrati de carbon simplu, dublu sau triplu protonati/deprotonat;.

Unul din avantajele majore al acestui tip de ionizare il reprezintd usurinta cu
care se obtin ioni multiplu incarcati in faza gazoasa. O consecintd importanta a acestui
fapt o reprezinta reducerea raportului m/z al ionilor, ceea ce permite inregistrarea
spectrului de masa in cazul moleculelor mari, cum sint cele provenite din peptide,
proteine, oligonucleotide, compusi organometalici, polimeri, medicamente anticancer,
pesticide, fosfopeptide [4-6] etc.

ESI este o tehnica de “usoara” ionizare (adica, pentru producerea ionizarii este
necesara inducerea unei cantitdati mici de energie, in exces, in moleculda ) care, la
parametri normali de functionare, produce o slaba fragmentare in-source astfel incat
ionii pseudomoleculari sunt vizibili in spectrul ESI-MS ceea ce permite determinarea cu
usurinta a masei moleculare.
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10 Teoria si tehnica ionizarii prin electrospray in spectrometria de masa - 1

ESI prezinta o sensibilitate foarte ridicata, ideald pentru analiza moleculelor
nevolatile si fragile, polare si ionice sau chiar neionice, dar in solvent corespunzator
(acid pentru donarea protonului sau bazic pentru formare de anioni) cu care in
prezent se investigheaza un foarte mare numar de specii atat organice, cum sunt
cele enumerate mai sus, cdt si compusi anorganici, complecsi anorganici, ioni
coordinativi de metal in molecule organice s.a.

Performantele ESI s-au imbunatatit prin cuplarea ei cu tehnici de separare
precum electroforeza capilara (CE) si cromatografia lichida (HPLC-high performance
liquid cromatography), dar si cu analizoare care permit investigarea, la o rezolutie
ridicata, a biomoleculelor de masa mare si generarea spectrului de fragmentare
precum cel quadrupolar hibrid cu timp de zbor (QTOF), cu rezonanta ciclotronica
(FTICR) sau cuadrupolar de tip capcana ionica (QIT).

ESI a fost demonstrata ca tehnica de ionizare in spectrometria de masa in
1984 de catre Yamashita si Fenn [1] si concomitent de Aleksandrov si colab [2].
Primele studii privitoare la fenomenul ionizarii prin electropulverizare precum si la
introducerea sursei de ioni cu electrospray ca sursa de ioni in faza gazoasa cu
analiza prin spectrometrie de masa au fost initiate inca din 1968 de catre Malcolm
Dole si colab. [3]
care au Tntreprinsﬂo serie de experimente de generare in vid a fasciculelor de ioni
macromoleculari. In experimente se urmarea electropulverizarea unei solutii diluate
de polistiren intr-o baie de gaz (azot) la presiune atmosferica pentru ca, prin
evaporarea solventului (3:2 benzen:acetona) din picaturile incarcate, densitatea
superficiald de sarcina sa creascd pana la atingerea limitei Rayleigh care cauzeaza
subdivizarea picaturilor. Prin continuarea procesului de divizare in solutie originala
suficient diluatd, se poate atinge o stare in care, in medie, fiecare picatura contine o
singura macromolecula. Dupa ce intreg solventul se evapora, cel putin cateva
sarcini raman localizate pe macromoleculd. Rezultatul concret este o dispersare a
macroionilor in baia de gaz care poate fi destins apoi sub forma unui jet supersonic,
intr-o camera vidata. Se obtin astfel fascicule moleculare de intensitate ridicata si cu
o imprastiere redusa dupa viteze.

Eficacitatea acestei metode a fost demonstrata, de Malcolm Dole, in doua
seturi de experimente realizate in laboratoare separate, obtindndu-se pentru
moleculele de polistiren un curent de ioni de la 107** pana la 6.107** A. Presupunand
ca macroionii au atins viteza limita a gazului, in jetul liber, Dole a obtinut valori ale
raportului m/z corespunzatoare unor molecule simplu incarcate.

Scopul studiilor lui Dole fiind detectarea speciilor polimerice precum cele de
polisitren care nu sunt ionizate in solutie, rezultatele obtinute au fost pentru acea
data prea putin convingatoare. Din acest motiv, in 1980, Yamashita si Fenn, cupland
sursa ESI cu un spectrometru de masa quadrupolar (Fig. 1.1.1) reiau studiile
privitoare la posibilitatea aducerii moleculelor complexe si nevolatile in faza gazoasa,
fara descompunere, cu formarea unui jet liber, detectabil cu spectrometru de masa.
Incep astfel primele investigatii cu scopul de a se elucida mecanismele evaporarii
picaturilor si ionizarii prin electrospray.
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Fig. 1.1.1 Sursa de ioni cu ESI si interfata ESI-MS construita de Yamashita si Fenn [1]

In locul macromoleculelor, Yamashita si Fenn au utilizat ins& specii
moleculare cu masa moleculara suficient de mica astfel incat sa fie posibila analiza
cu un analizor cuadrupolar care avea un domeniu de mase de pana la 450 u.a.m.
Prin aceasta analiza s-au elucidat procesele complexe prin care picaturile incarcate
se divid prin evapoare. Experimentele lui Yamashita si Fenn au aratat pentru prima
data ca fasciculul ionic rezultat prin ESI contine o larga varietate de specii ionice.
Spectrul de masa inregistrat prin ESI a dovedit ca aceste specii includ ioni in clusteri
cu molecule de solvent si/sau specii neionizate, si ca natura ionilor rezultati depinde
de compozitia solutiei originale, de temperatura si compozitia baii de gaz si de
potentialul aplicat capilarului. Rapoartele lor au demonstrat ca aceasta tehnica de
ionizare este capabila sa produca o varietate de clusteri de ioni si mai ales ca ESI
permite analiza prin spectrometrie de masa a moleculelor organice si bioorganice de
masa moleculara foarte mare si ofera posibilitatea obtinerii de ioni in faza gazoasa
din compusi nevolatili sau prea labili pentru a putea fi analizati prin spectrometria de
masa, utilizdnd metodele clasice de ionizare.

1.2 Teoria fenomenului de ionizare prin electrospray
Fenomenul ionizarii prin electrospray, ce vizeaza formarea in final a ionilor in

faza gazoasa presupune trei etape caracterizate fiecare de procese fizico-chimice
diferite: 1) producerea picaturilor incdrcate la varful capilarului de electrospray; 2)
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scindarea picaturilor prin evaporarea solventului si dezintegrari repetate ce conduc
la formarea de picaturi extrem de mici cu stare de inaltd incarcare electrica; 3)
generarea ionilor in faza gazoasa din picaturile mici purtdnd sarcina multipla.

1.2.1 Mecanismul de producere a picaturilor incarcate

In figura 1.2.1 se prezintd diagrama schematicd a unei surse ESI tipice,

circuitul electric de cuplaj cu spectrometrul de masa in care este inserata si
principalele procese resposabile de electropulverizare in positive ion mode.
In principiu, sursa cuprinde doi electrozi si anume capilarul ESI de otel inoxidabil si
contraelectrodul spectrometrului de masa conectate impreuna (si in final la masa)
prin intermendiul unei surse de inalta tensiune ce dezvolta tensiuni (pozitive si
negative) de pana la 5-6 kV. In conditii tipice de functionare, solutia continand
proba de interes este pompata prin capilarul ESI, mentinut la potential ridicat, si
pulverizata inspre spectrometru. Daca prin capilarul din fig.1.2.1 jetul de solutie,
care contine proba dizolvata in solvent si un eventual adaos de electroliti, este
pompat in absenta vreunei tensiuni aplicate, la capatul acestuia se formeaza picaturi
de lichid. Ele se detaseaza si cad in momentul in care devin suficient de mari astfel
incat greutatea lor depaseste valoarea fortei de tensiune superficiala care le mentine
in coloana de lichid a capilarului. Prin aplicarea unei tensiuni pe capilar, primul efect
vizibil constd in modificarea traiectoriei picaturilor care, in cadere, tinde sa aiba o
componenta orizontald in directia contraelectrodului. Pe masura ce diferenta de
potential dintre capilar si contraelectrodul P creste, picaturile desprinse devin tot
mai mici, iar componenta orizontala a traiectoriei lor se mareste. Cand debitul
jetului de lichid este mentinut constant, frecventa de desprindere a picaturilor creste
pe masura ce dimensiunea lor scade. In plus, este observabila si o marire a vitezei
lor. Continudnd cresterea tensiunii aplicate capilarului, picaturile devin vizibil
alungite in directia contraelectrodului atat timp cat sunt inca atasate capilarului, iar
dupa desprindere, traiectoriile devin aproape orizontale inspre placa. In aceste
conditii, o examinare atentd, arata cd picdturile se formeazd la capdtul unei coloane
de lichid, numita con Taylor ce se extinde dincolo de capilar [1-3]. In continuare,
cresterea tensiunii capilarului are drept consecintd alungirea acestei coloane si
ingustarea ei, pana cand devine punctiforma. Acum picaturile desprinse devin
foarte mici, aproape in sensul efectului Tyndall, dar numai pe o distanta scurta de la
capatul coloanei de lichid, dupa care se "evapora" complet. O tensiune mai ridicata
determina o tranzitie instantanee spre o stare in care se produce o ceata fina de
picaturi, din puncte-sursa imprastiate in jurul varfului capilarului si concomitent
coloana de lichid dispare.
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Fig.1.2.1 Schema principalelor procese fizico-chimice ale ionizarii prin electrospray in positive
ion mode. Aplicarea cadmpului in lichid duce la formarea unui strat dublu electric. Acumularea
de sarcina la suprafata meniscului destabilizeaza meniscul si determina pulverizarea de picaturi
incdrcate. Prin evaporarea solventului si divizarea picaturilor rezulta ioni in fazd gazoasa [7]

Acest fenomen de electropulverizare isi gaseste explicatia in faptul ca, la
aplicarea unei tensiuni pe capilar, campul electric apare in solutie, iar ionii disociati
electrolitic se deplaseaza sub actiunea campului, pand la formarea unei distributii
de sarcina care contracareaza campul aplicat (fig.1.2.1). In aceste conditii, zona cu
solutie din interiorul capilarului va fi o zona in care campul nu este prezent. Cand
capilarul este mentinut pozitiv, adica sursa functioneaza in positive ion mode, ionii
pozitivi vor fi dirijati inspre meniscul de lichid, in timp ce ionii de semn contrar vor
dobandi o miscare de drift dirijata invers, indepartandu-se de menisc. In negative
jon mode, capilarulului i se aplicd un potential negativ si ionii negativi vor fi dirjati
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14  Teoria si tehnica ionizarii prin electrospray in spectrometria de masa - 1

inspre menisc. Cand forta coulombiand de respingere reciproca, dintre ioni si
suprafata capilarului (de aceeasi polaritate), depaseste forta de tensiune superficiala
a lichidului, suprafata expandeaza, picaturile de lichid de aceeasi polaritate sunt
expulzate de pe suprafata de lichid si dirijate in directia campului dintre capilar si
placa. In acest fel, prin marirea campului, din con emerge un jet fin care se divide in
picaturi mici, incarcate. Picaturile rezultate se afla in echilibru dinamic intrucat ele
sunt expulzate la o valoare a razei ce asigura echilibrul fortelor de coeziune
respectiv respingere coulombiand, a sarcinilor de acelasi semn. In cazul capilarului
pozitiv, picaturile sunt si ele pozitive datorita excesului de cationi de la suprafata
conului Taylor si din jetul format. Daca electrolitul prezent in solutie este spre
exemplu NaCl, in positive ion mode excesul de ioni de la suprafata picaturii sunt
ionii de Na™, iar in negative ion mode sunt cei de CI". Acest mod de incarcare, care
depinde de deplasarea ionilor pozitivi si negativi in directii contrare sub actiunea
campului electric, este de fapt un mecanism electroforetic [8].

Picdturile incarcate produse din jet sunt in continuare dirijate spre
contraelectrod. In timpul zborului de la capilar la contraelectrod, picaturile si ionii ce
rezultd din ele intrd intr-o baie de gaz fierbinte, suferind ciocniri multiple cu
moleculele acestuia si ajung intr-o stare de desolvatare determinata atat de de
timpul de tranzit, temperatura baii de gaz cat si de concentratia efectiva a vaporilor
de solvent din baia de gaz [1,2]. Timpul de tranzit estimat din mobilitatea ionilor si
intensitatea cdmpului electric dintre capilar si placa fiind de aproximativ 10 ms,
numai ionii stabili termic vor "supravietui". In plus, dupa numeroasele coliziuni o
parte din ei se descarca.

O parte a ionilor din acest jet traverseaza skimmer-ul spectrometrului si vor
putea fi analizati in functie de masd. O conditie esentiald este ca jetul de gaz sd fie
uscat adica, sa nu contina deloc vapori de solvent. In caz contrar, temperaturile
scazute atinse in timpul expansiunii adiabatice a gazului determina condensarea
vaporilor pe ioni, formand clusteri care pot deveni foarte mari.

Posibilitatea acestui efect este indicata de faptul cd, prin cresterea debitului
de lichid sau prin descresterea celui de gaz, celdlalte conditii raméanand
neschimbate, curentul de ioni corespunzator tuturor peak-urilor inregistrate de Fenn
cu analizorul cuadrupolar scade drastic chiar daca curentul total la contraelectrod
ramane acelasi. De unde rezulta ca, in aceste conditii, populatia clusterilor mai mici
de ioni descreste mult mai mult decat cea a clusterilor mari de ioni [1-3].

Din cele de mai sus rezultd cd, valoarea potentialului la care se produce
electropulverizarea depinde de compozitia lichidului, forma capilarului, de presiunea
si compozitia gazului din incintd, dar, cel mai mult, de distanta dintre capilar si
contraelectrod, adica de intensitatea campului electric local. In cazul sursei de ioni
cu electrospray echipata cu un capilar metalic avand 0.1 mm diamentru interior si
0.2 mm exterior, pozitionat la 1-3 cm distanta de contraelectrod, tensiunea
necesara pentru initierea electropulverizarii este aproximativ 2-3 kV. Intrucat
capilarul ESI este foarte subtire, campul electric masurat in aer, la varful capilarului,
este extrem de ridicat. Valoarea acestui camp, cand contraelectrodul are suprafata
mare si pland, poate fi evaluatd prin ecuatia stabilitd de Smith [9] si care exprima
valoarea intensitatii cdmpului electric la varful capilarului de electrospray pentru
generarea instabilitatii conului Taylor si formarea jetului fin de picaturi incarcate:

E. = (20C056/gorc) Y2 (1)

unde o reprezinta coeficientul de tensiune superficiala al solventului, ey este
permitivitatea electrica a vidului, r. este raza capilarului, iar 8 este semiunghiul
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conului Taylor. Din ecuatia (1) rezultd automat valoarea potentialului ce trebuie
aplicat capilarului pentru initierea procesului de electrospray:

V= (r. 6c0s8/2¢e0)*?In(4d/ r.) (2)

Din ecuatiile (1) si (2) rezulta dependenta :
Ec=2V [ rcIn (4d/rc) ]-1 (3)

unde V. reprezintad potentialul aplicat capilarului, r. raza exterioara a capilarului iar d
distanta de la capilar la contraelectrod. Din relatile de mai sus rezulta ca prin
aplicarea, spre exemplu, a unui potential de 2kV unui capilar cu raza r.=10"* m si d
=0.02 m se genereazd un camp electric la varful capilarului E.~ 6-10° V/m. Cel mai
important paramentru geometric este r. si intrucat E. este invers proportional cu
raza capilarului, E. descreste drastic cu r. si lent cu d prin dependenta logaritmica.
Presupunand ca, in cazul fenomenului ESI separarea de sarcind este de
natura electroforetica rezulta ca, in conditii de spray stabil in positive ion mode,
picaturile pozitive emise vor transporta continuu ioni pozitivi. Necesitatea creerii
echilibrului de sarcina intr-un asemenea dispozitiv de curent electric continuu
precum si faptul ca numai electronii pot traversa legaturile metalice alimentand
potentialul electric al electrozilor (Fig.1.2.1), conduc la ipoteza ca, procesul ESI
include o conversie electrochimica a ionilor prin transfer de electroni. In acest fel,
sursa de ioni cu electrospray poate fi privita ca un tip special de celuld electrolitica in
care transportul ionilor nu apare intr-o solutie continua precum in cazul electrolizei
obisnuite ci, o parte din acest transport ionic este creat chiar si in faza gazoasa. La
electrodul pozitiv, care in positive ion mode este interfata lichid-capilar metalic, se
genereaza reactia electrochimica de oxidare care furnizeaza solutiei ioni pozitivi,
prin convertirea atomilor de metal ai capilarului in ioni pozitivi ce patrund in solutie
[10]. Curentul de electroni rezultati din reactia de oxidare este dirijat, evident,
inspre sursa de inaltd tensiune ce alimenteaza capilarul pozitiv (Fig. 1.2.1). La
contraelectrod apare reactia de reducere cu dirijarea electronilor dinspre sursa de
inaltd tensiune. Cand sursa ESI functioneaza in negative ion mode, echilibrul de
sarcind este asigurat, pe baza aceluiasi mecanism, de reactia de reducere la
electrodul negativ, care este acum capilarul ESI si de oxidare la contraelectrod.

1.2.2 Scindarea picaturilor si fisiunea coulombiana

Picaturile incarcate produse prin spray sufera in continuare, in sursa ESI, un
fenomen de divizare datoritd evaporarii continue a solventului in timp ce sarcina
ramane constantd. Divizarea picaturilor la o sarcina constanta a fost confirmata
experimental prin observarea directa a picaturilor de catre Davis et al. [11] intr-un
experiment utilizand analizor quadrupolar ion trap, cu vizualizarea picaturii prin light
—-scattering.

Prin evaporarea solventului raza, r., a picdturii descreste continuu
conducand in acest fel la o micsorare a fortei de coeziune ce mentine picatura [12].
Sarcina electrica a picaturii ramanand constantd, va conduce la o marire a fortei de
respingere electrostatica a sarcinii situaté pe suprafatda, pana cand picatura atinge
asa-numita /imita de stabilitate Rayleigh:

Qry = 8n(ggorc’)"/? (4)
Ecuatia (4) care reprezinta expresia matematica a limitei Rayleigh arata de
fapt conditia in care forta de respingere electrostatica devine egala cu forta de
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coeziune care mentine picatura intreaga. Picatura incarcata devine instabila cand
raza r. si sarcina sa satisfac ecuatia (4) (ce se obtine matematic, din egalarea celor
doua forte: de repulsie coulombiana si de tensiune superficiald). Experimental, s-a
observat ca picaturile sufera fisiune in momentul in care sunt foarte aproape de
limita Rayleigh. Prin micsorarea treptata a volumului, la o evaporare continua a
solventului, raportul sarcind/volum creste foarte mult ceea ce are drept consecinta
atingerea starii de instabilitate care provoaca fisiunea Rayleigh sau dezintegrarea
electrodinamica. In acest proces, de fapt, prin fragmentarea picaturii, sarcinile
electrice excendentare responsabile de instabilitate sunt expulzate pand cand
raportul sarcind/volum atinge din nou valoarea starii de stabilitate. In dezintegrare,
se apreciaza ca se elimina aproximativ 15% din sarcina totald a unei picaturi si
totodata aproximativ 2% din masa de dinainte de fisiune. Dupa cateva cicluri de
evaporare/fisiune Rayleigh, se produc clusteri de ioni in faza gazoasa.

1.2.3 Teorii privind mecanismul producerii ionilor in faza gazoasa

Pentru explicarea formarii ionilor in faza gazoasa din picaturile foarte mici
incarcate electric, rezultate in urma fisiunii coulombiene, au fost propuse doud
mecanisme sustinute de teoria matematica corespunzatoare. Primul mecanism a
fost propus de catre Dole si colab.[3] concomitent cu primele lor experimente de
ESI-MS. Fiind interesat in determinarea maselor moleculare ale solutiilor de
polistiren si presupunand ca numai acest tip de molecule a fost prezent in particulele
pulverizate, Dole a putut postula formarea unei picaturi continand un singur ion
pseudomolecular. Teoria sa se bazeaza pe ideea ca, fisiunea coulombiana a
picaturilor continua si dincolo de limita Rayleigh pana cénd din aceste fisiuni
repetate rezultd o picatura de dimensiuni extrem de mici, continand un singur ion.
Ulterior, prin evaporarea solventului, ca urmare a ciocnirilor cu atomii gazului uscat
din interfata, rezulta ionul in fazd gazoasa. Acest model a fost denumit, de Dole,
Modelul Sarcinii Reziduale, Charged Residue Model (CRM) sau Teoria Picaturii cu Ion
Singular (Single Ion Droplet (SID) Theory).

Cel de al doilea mecanism a fost propus de Iribarne si Thomson [14] si este
cunoscut sub denumirea de Teoria Evaporarii Ionice, Ion Evaporation Theory
(Fig.1.2.2). In aceasta teorie se presupune ca, ionul in fazd gazoasa este generat
prin evaporarea sa direct de pe suprafata unei picaturi puternic incarcate electric.
Aceasta emisie a ionului se datoreaza, fortei coulombiene de respingere dintre
ionul Tncarcat si celelalte sarcini de pe picatura. Analizand acest fenomen, Iribarne si
Thomson au ajuns la concluzia ca intensitatea campului electric de la suprafata
picaturii incarcate, care se evapora, poate deveni suficient de mare astfel incat sa
determine desorbtia unui ion din picatura de lichid.

Teoria Iribarne -Thomson [14] afirma ca, emisia directa a ionului are loc
numai dupa descresterea considerabild a razei picaturii si ca, desi aflat in competitie
cu respingerea coulombiana, emisia devine proces predominant pentru picaturile
cu raza mai mica de 10 nm.
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Starea initiala Starea de tranzitie

Fig.1.2.2. Modelul lui Iribarne -Thomson de evaporare ionica. Starea initiala si cea de tranzitie
prezintd o picatura de raza R cu un exces de ioni pozitivi simplu incdrcati la suprafata. Ionii sunt
inconjurati de sfera de solvatare, de raza d. in starea finald, un ion se evapora la distanta x de
picatura (conform teoriei Iribarne x este aproximativ 0,6 nm, R < 10 nm) [15]

in sprijinul acestui model conceptual, Iribarne si Thomson au adus dovezi
experimentale prin masuratori de mobilitate, atat pentru ionii negativi cat si pentru cei
pozitivi rezultati din ceata de picaturi incarcate, care sunt pulverizate din solutii
continand diferite specii moleculare.

O extindere a acestui model a fost initiata de J.B. Fenn care, pornind de la
conceptul lui Iribarne si Thomson, a dezvoltat o teorie similard ce explica formarea
ionilor multiplu incarcati in fazd gazoasa. Insa, intre studiile experimentale ale lui
Iribarne si Thomson si cele ale lui Yamashita si Fenn existd o diferentad principiala
majord, si anume in ceea ce priveste metoda de producere a particulelor incarcate.
Astfel, in timp ce Iribarne si Thomson provoaca o incarcare a picaturilor prin insusi
procesul de pulverizare, Yamashita si Fenn determinad pulverizarea picaturilor prin
capilarul mentinut la o tensiune ridicata, pulverizare ce este o consecintd a existentei
sarcinilor electrice (ionii formati prin disociere in solutie). In acest din urma caz,
potentialul ridicat al capilarului are rolul de a mari densitatea de sarcina de pe suprafata
picaturii. Rezultatul este deci, o dispersare de picaturi purtdnd aceeasi sarcina, de
acelasi semn ( cu al potentialului capilarului), si nu pulverizarea unui amestec de
particule cu sarcini electrice contrare.

Desi modelul lui Dole a fost reluat de Rollgen [16], care a furnizat si suportul
experimental si matematic, iar modelul Iribarne-Thomson a fost succesiv dezvoltat si
confirmat de Fenn, reluat de Loscertales si Fernandez de la Mora [17] si examinat
cantitativ de Tang si Kebarle [18], nici una din cele doua teorii nu au gasit pana in
prezent un consens general, ramanand in continuare un subiect de discutie si cercetare.
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Ambele insa, contribuie la elucidarea, intr-o oarecare masurda, a proceselor
fizico-chimice responsabile de fenomenul ionizarii prin electrospray, majoritatea
trasaturilor caracteristice ale spectrelor de masa ESI putand fi explicate fie cu unul, fie
cu celdlalt dintre modele.

1.3 Ionizarea prin nanoelectrospray

Sursa de ioni cu nanoelectrospray (Fig. 1.3.1) a fost conceputa si iptrodusé pentru
prima datd in spectrometria de masa de catre Mann si Wilm [19]. In cazul tehnicii
clasice de nanoelectrospray emitorul de ESI este format dintr-un capilar de

sticla terminat printr-un varf cu un orificiu de aproximativ 20-30 um diametru interior,
in care proba lichida de analizat (10-15 uL) este introdusa cu ajutorul unei pipete de tip
».microloader”. Un fir de otel inoxidabil conectat la sursa de inaltd tensiune este de
asemenea introdus in capilar. Procesul de ESI se declanseaza prin aplicarea pe firul de
otel din interiorul solutiei [21-22] a unei tensiuni mult mai mici decat in cazul surselor
microESI prezentate mai sus, si anume de 1-1.5 kV.

Electrospray conventional

_+

5
| P =

——
Intrare MS

Jet de gaz

Nanoelectrospray \.. I_

) c— Intrare MS
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T

Fig.1.3.1. Procesul de electropulverizare in sursa conventionala cu microspray si cea cu nanospray [20]
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O alta varianta o reprezintd nano-emitorii de tip capilar de sticla, avand
depus pe suprafata exterioara un strat dintr-un material conductor precum, aur,
argint, cupru, carbon sau diverse aliaje. In cazul acestor sisteme de nanoESI,
procesul de electrospray se asigura prin conectarea suprafetei exterioare la sursa de
inalta tensiune a spectrometrului, cu ajutorul unui fir conductor. Astfel de nano-
emitori pot functiona atdt in regim de sursa ESI independenta cat si ca
electropulverizator pentru MS in cuplaje cu sisteme de separare precum HPLC, CE
etc. [23].

Debitele asigurate de acesti emitorii sunt 400-500 nL/min ceea ce face ca
sensibilitatea surselor de nanoESI sa fie mult superioara celor cu infuzie de tip
microESI prin ac de seringa.

In ultimii ani, o data cu explozia tehologiei microfluidice si a sistemelor de chip, asa
cum se va discuta si in cele ce urmeaza, sursele nanoESI au fost mult imbunatatite
in termeni de debit, sensibilitate, reproductibilitate si calitate a semnalului prin
conceperea, dezvoltarea si introducerea in spectrometria de masa a micro- si nano-
chipurilor pentru electrospray.
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CAPITOLUL II
Tendinte actuale in dezvoltarea sistemelor de
ionizare prin chip-electrospray in
spectrometria de masa

Dezvoltarea chipurilor pentru ESI-MS, creaza premiza unor performante
superioare datoritd atdt miniaturizarii, in comparatie cu metodele traditionale
discutate mai sus precum microESI bazate pe infuzie prin seringd sau nanoESI cu
pulverizare prin capilar, cat si a consumului redus de proba si al timpului de
executie. Integrarea unor faze multiple pentru prepararea probelor si introducerea
lor prin ESI, ramane o mare provocare stiintifica si tehnica [24-26].

In pofida noii dezvoltari a tehnicilor instrumentale, caracterizarea completa a
unei probe biologice utilizand ESI MS si tehnicile aferente ramane in esenta o

i) posibilitatilor reduse de detectie prin MS a componentelor aflate in
concentratie micd in amestecuri biologice deosebite de complexe;

i) reproductibilitatea limitata a experimentelor efectuate prin ESI bazata
pe capilar sau seringa-pompa ca urmare a variabilitatii formei si
dimensiunii varfului de ESI de la un electropulverizator la altul;

iii) sensibilitatea mai scazuta a dispozitivelor ESI cu injectare prin seringa
sau capilar;
iv) imposibilitatea de a mentine prin seringa pompa sau capilar a unui

semnal ESI de lungd duratd, din cauza debitului ridicat (seringa:
pL/min; capilar: 3-400 nL/min) de injectare si a volumului redus de
lichid ce poate fi incarcat in seringa respectiv capilar.

Uneori sunt necesare proceduri laborioase de preparare a probelor, inclusiv
separarea, purificarea si eventual depolimerizarea/digestia pentru esantioanele mai
complexe, inainte de a fi supuse analizei prin spectrometrie de masa. Tehnicile
moderne folosesc sisteme de microanaliza totala (microTAS), ce au fost dezvoltate
pentru a facilita integrarea pe un singur chip a mai multor operatii, precum
prepararea probelor, conditionarea lor, separare prealabila, purificare si
introducerea adecvata prin electrospray in spectrometrul de masa in vederea
obtinerii unor informatii detaliate compozitionale si structurale prin analiza de
screening si fragmentare MS. Aceastd noua dezvoltare urmdreste maximizarea
performantelor ESI MS prin reducerea cantitatii necesare de proba, a timpului de
analiza, precum si a costurilor legate de operatiile preliminare si a celor legate de
exploatarea propriu-zisa a aparatului.

Dispozitivele microfabricate si tehnologiile ultramoderne “Lab on a chip”[27-
28], au capacitatea de a manipula, distribui si detecta cantitati infime de probe.
Particularitatile majore asociate acestei miniaturizari constau in viteza ridicatd cu
care se fac determinarile, reducerea volumului de proba utilizat si a consumului de
reactivi, integrarea unor elemente operationale si capacitatea de a asigura o viteza
de analiza marita prin desfasurarea concomitenta a operatiilor. Utilizarea acestor
dispozitive microfluidice in spectrometria de masa este asadar justificata, de vreme
ce probele sunt procesate in manierd secventiald si este utilizat ca detector numai
un singur spectrometru de masa. In ultimii ani, au fost investite eforturi
semnificative in dezvoltarea spectrometrelor de masa cuplate prin intermediul
ionizarii de tip electrospray cu dispozitive miniaturizate [29-31], iar in viitorul
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apropiat este de asteptat interfatarea cu sisteme si mai complexe. Pana in prezent a
fost realizata integrarea electroforezei capilare (CE), electrocromatografiei capilare
(CEC) si microcromatografiei lichidda (£ LC), a elementelor de preconcentrare si

microreactie, precum si cuplarea acestor dispozitive microfabricate cu spectrometria
de masa cu ionizare prin electrospray. Dezvoltarea unor strategii precise de
injectare a probelor prin intermediul chipurilor, in separarile ultrarapide prin CE si a
separarilor complexe 2D, cum ar fi cromatografia electrocinetica micelara urmata de
electroforeza capilara sau CEC urmata de CE ca si implementarea analizei cu viteza
mare pe microchip, reprezinta un reper major in performantele si proiectarea
microhidrodinamica. Utilizarea de rutinad a tehnicilor microfluidice, in analiza ADN, a
proteinelor, a hidratilor de carbon sau in selectia medicamentelor, a stabilit cateva
repere care demonstreazd pe deplin puterea acestor dispozitive analitice
microfabricate [32-35]. Aceste aparate sunt capabile sa opereze volume de proba in
domeniul microlitrilor si sa analizeze volume mici de ordinul 1 — 10pL.

Utilizand tehnologia sistemelor micro-electromecanice (MEMSs) si variate
metode chimice, o multitudine de microcanale interconecate (10-100 pm diametru
interior) pot fi fabricate pe un microchip, permitdnd ca proceduri analitice ce
cuprind o arie larga precum separari ale fragmentelor de ADN, reactii antigen-
anticorp, metode flowcitometrice si amplificari PCR sa poata fi executate pe un
dispozitiv microTAS [25]. Nu doar complexa analiza a ADN poate fi realizatad pe un
chip de microTAS, dar si pretratarea, detectarea, digestia, separarea,
depolimerizarea specificd, reactii enzimatice specifice in analiza proteinelor,
hidratilor de carbon, compusilor glicoconjugati, lipidelor, moleculelor mici,
medicamentelor, poluantilor si diversi metaboliti pot fi executate pe un
microdispozitiv de tip microTAS. Cele mai larg utilizate dispozitive microfluidice de
pand acum sunt acelea ilustrate de microchipul pentru electroforeza. Ele utilizeaza
un flux electroosmotic (EOF) ce conduce fluidul in microcanale si permite o separare
de o eficienta ridicatd comparabila cu electroforeza capilara, doar ca in acest caz,
timpul necesar poate fi atins doar intr-o zecime din timpul necesar in CE clasica.

Pentru a cupla dispozitivele microTAS cu MS este necesara insa si o interfata
robusta si stabila [25, 29-31]. Doua tipuri de interfete de ionizare, ionizare prin
electrospray si o matrice de desorbtie/ionizare cu laser (MALDI), au fost dezvoltate
pentru instrumentele comerciale MS. Majoritatea dispozitivelor microfluidice de
analiza totala sunt cuplate cu interfete pentru nanoESI, aceasta deoarece ce ordinul
de marime al esantioanelor lichide in varianta nanoESI este comparabil cu cel ale
fluidelor din microcanale. Ultimul scop a cuplarii sistemelor microTAS cu MS este cel
de a utiliza un chip microfluidic pentru o preparare a probelor mai rapida, intr-o
singura etapa, si introducerea probelor on-line subsecvential pentru analiza MS,
intrucat majoritatea chipurilor microfluidice utilizate pana in prezent (mai mult sau
mai putin disponibile comercial) executd doar separarea probelor urmatd de
electrospray sau MALDI sau numai electrospray prin chip. Exista, desigur, o mare
provocare tehnica asociata dezvoltarii unei analize totale pe chip si din acest motiv
realizdrile metodologice de pand acum sunt intrucatva mai modeste decat cele
legate de chipurile monofunctionale, insa totodata foarte promitatoare. In
continuare, va fi discutatéa functionarea unei interfete de electrospray construita
pentru chipuri pe baza de sticla (sau cuart) si polimeri si vor fi prezentate
principalele realizari in integrarea unor functii complexe, precum digestia si
preconcentrarea pe dispozitive microfluidice de tip microTAS, ce pot intensifica
acuratetea identificarii de novo si stabilitatea  indelungatd a procesului de
electrospray, conditii atat de necesare in studiile de proteomica si glicomica.
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2.1 Cuplarea dispozitivelor chip microfabricate cu ESI-MS

In ultimii ani s-a demonstrat ca chipurile monofunctionale, asigurand doar
electropulverizarea, sau cele polifunctionale de tip microfluidice microTAS pentru
manipularea solutiilor lichide sunt perfect compatibile cu sursele de ESI miniaturizate
in cuplaj cu spectrometrul de masa [31-35]. Cu toate acestea, cuplajul si adaptarea
sistemelor chip monofunctionale sau microTAS la ESI-MS este un procedeu foarte
laborios cuprinzand urmatoarele etape generale: i) realizarea unei incorporari optime
a chipului in configuratia sursei; ii) pozitionarea chipului fata de orificiul de intrare al
MS; iii) determinarea valorilor optime ale potentialelor ESI si MS.

Cuplajul cu MS a unui sistem chip sau microTAS integrat necesita intotdeauna
construirea de sisteme de montare pentru conectarea microchipului si ajustarea
corespunzatoare a ansamblului astfel incat, el sa corespunda configuratiilor surselor
ESI, ale spectrometrelor de masa cu care se realizeaza interfatarea. Interfata
construita trebuie treptat optimizata pentru manipularea chipului, introducerea probei
si livrarea corespunzatoare a tensiunilor. In particular, pozitionarea exacta a
microchipului in sursele ESI ale spectrometrelor este o etapa cruciala pentru o operare
robusta si reproductibila a microchipului in vederea efectuarii functiilor de separare,
purificare, preconcentrare pe chip si infuzarea lor prin ESI MS [23, 24, 36, 37].
Evaluarea comparativa a performantelor obtinute cu diferite tipuri de aliniamente
fata de orificiu MS va ghida optimizarea ulterioara a functiilor microchipului precum:
adaptarea volumului injectorului microfabricat si starea suprafetei microcanalului
pentru a putea asigura un control riguros al fluxului electroosmotic si pentru a limita
interactiunea moleculei analitice cu peretii microcanalului. In cazul tuturor
cuplajelor, etapa imediatd urmatoare asamblarii mecanice microTAS-MS o constituie
optimizarea parametrilor electrolitului tampon (pH, concentratie, temperatura,
natura), ai probei (concentratie, volum injectat), ai procesului de ESI (tensiune, flux
gaz desolvatare, temperatura desolvatare) si ai MS (detectie, viteza scanare,
parametri de izolare/fragmentare precursor).

Unul din elementele esentiale ale sistemului chip-ESI MS il reprezinta
emitatorul ESI, intrucat de caracteristicile acestuia depinde esential calitatea
spectrelor de masd obtinute si, in ultima instanta, informatia structurala rezultata
din intregul experiment. In prezent, prin dezvoltarea puternicd a tehnologiei de
microfabricatie, s-a putut elabora un mare numar de modele pentru emitatorul de
electrospray compatibil cu cuplarea dispozitivului chip sau microfluidic microTAS cu
MS.

2.1.1 Emitatorul de electropulverizare al unui microchip

in anii anteriori, MEMS a fost principala tehnologie pentru fabricarea
microdispozitivelor din substraturi pe baza de siliciu, ca de exemplu cuart si sticla.
Primul microdispozitiv ESI a fost construit in aceastd abordare. In 1997, Ramsey si
colaboratorii [38] au construit un chip din sticla pentru ESI. Acest model a extins
aplicabilitatea microdispozitivelor de la detectia prin fluorescenta la detectia prin
spectrometrie de masa. In acelasi timp, dupd cum este prezentat in figura 2.1.1,
grupul condus de Barry Karger a dezvoltat un dispozitiv similar cu un multicanal ESI
pentru a permite analize mai performante [39]. Totusi, au fost semnalate unele
probleme legate de faptul ca un emitator deschis la exterior construit pe o margine
plata fara nici un mecanism de reglare sau control al fluidului va forma o picatura
mare ce va diminua eficacitatea separarii datoritad largirii benzii. Mai mult, exista
probleme asociate cu interfata ESI datorita hidrofilicitatii emitatorului din sticla sau
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cuart. Solutia de spray va fi atrasa pe suprafata microchipului si va tinde sa formeze
o picaturd mare ce intra in competitie cu o ionizarea stabild. Pentru a elimina
aceasta posibilitate si pentru a imbunatati performantele microchipului suprafata a
fost hidrofobizata. In acest fel se reduce umectarea la iesirea din capilar a chipului,
insa stabilitatea chimica poate fi afectata prin descarcare electrica. In plus, fara o
presiune externd semnificativa pentru a genera o rata a fluxului de 100-200 pL/min,
semnalul de electrospray nu a fost stabil din cauza curgerii electroosmotice scazute.
O alta incercare de a inldtura neajunsul a fost recurgerea la asistentd pneumatica.
In acest sens, un gaz de pulverizare si un lichid auxiliar au fost adaugate la capatul
terminal al canalului de separare pentru a reduce dimensiunea picaturii si de
asemnea, pentru a creste eficienta ionizarii. Acest procedeu s-a constituit in timp ca
baza pentru construirea nebulizatoarelor pneumatice miniaturizate ca parte
integrantd a chipului. Intr-un astfel de dispozitiv integrat, peptidele, dintr-un
amestec continand 5 astfel de structuri, au fost bine separate si ionizate pentru
analiza prin MS .

Un model de electrospray direct de pe capatul unui canal a fost realizat pe un chip
microTAS pe baza de polimer. Wen si colaboratorii [40] au utilizat policarbonatul (PC)
pentru a fabrica un microchip si au incorporat o duza triunghiulara ascutita la marginea
chipului pentru a sustine ionizarea si rezervoare pentru a facilita zona de concentrarea
isoelectrica (IEF). Cu un asemenea sistem, un amestec de 3 proteine a fost bine separat
prin IEF in canalul de separare si ionizat secvential prin emitatorul ESI. Eficienta
separarii a fost mai slaba decéat in cazul folosirii capilarelor functionalizate, dar in schimb
s-au eliminat problemele de umectare intalnite in dispozitivele de sticla ce exploateaza
proprietatea hidrofoba nativa a polimerului utilizat.

microcip din sticla w
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Fig. 2.1.1 Reprezentarea schematica a interfetei microchip multicanal ESI-MS
dezvoltata de grupul lui Karger [39]

BUPT



24 Tendinte actuale in dezvoltarea sistemelor de ionizare prin chip-electrospray - II

2.1.2 Dispozitiv de ESI prin capilar atasat unui microchip de sticla

Producerea ionilor in fazd gazoasd din ESI este mult mai eficientd daca se
utilizeaza un emitator de dimensiuni mai mici. In plus, este mai putin complicat sa
se ataseze o linie de transfer ca o interfatd de electrospray decat fabricarea prin
decapare umeda. De asemenea se pot prevedea avantajele metodelor de fabricare a
microchipurilor pentru a produce functiuni multiple prin microfabricare. Acest tip de
model a fost prima oara introdus de grupul lui Ruedi Aebersold [41].

In figura 2.1.2 este prezentat un capilar lung de 12 cm care a fost atasat la
marginea dispozitivului microfluidic si conectat la spectrometrul de masa. Acest
capilar transportd proteinele prin curgere electroosmotica catre spectrometrul de
masa. Aplicarea unei tensiuni ridicate capilarului determinand ionizarea probelor la
intrarea in spectrometrul de masa. In sistemul Aebersold, problema pozitionarii prin
aliniere a capilarului nu este complet rezolvata, ea ramanand o deficientd a acestui
model. In scopul de a atasa un capilar la capatul unui dispozitiv cu substrat tare,
doua metode principale au fost raportate pentru aceasta cuplare. Mai intdi Zhang si
colaboratorii [45] au utilizat decaparea dubla pentru a construi un canal larg in care
a fost introdus capilarul. Procedura a fost reproductibila, dar dupa interconectare s-a
observat aparitia unui volum mort semnificativ. Din acest motiv, intr-un alt model,
Harrison si grupul lui Thibault [46] au cooperat pentru a demonstra ca exista
posibilitatea de a fixa un capilar, cu un volum mort mic (<0,7nL), prin modelarea
unui orificiu superior ingust. Aceasta face chipul utilizabil cu un emitdtor de
nanospray performant. In conformitate cu rezultatele raportate, probele din canalul
separator pot fi bine transferate cu mai putin fluid injectat, insa procesul de forare
necesitd indemanare pentru a obtine un aliniament precis al canalului si a reduce
contaminarea lui in timpul fabricarii chipului.

Electrod
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Fig. 2.1.2 Ilustrarea schematica a dispozitivului microTAS cu ESI pentru MS
introdus de Aebersold [41]

in timp, atasarea unui capilar a devenit principalul model pentru chipurile
ESI datorita usurintei fabricarii si performantelor excelente ale ESI. Totusi, aceasta
abordare s-a dovedit a nu fi ugor de controlat si in plus ofera slabe reproductibilitati.
In scopul depasirii acestor neajunsuri si imbunatatirii performantelor sistemelor
microTAS cu capilar extern atasat, Henion si colab. [42, 43] au construit un
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microchip ce include separare prin electroforeza capilard urmata de electrospray
(Fig. 2.1.3). Dispozitivul este reglabil si prezinta un tub emitator din otel inoxidabil
ce include un flux de reincarcare si un gaz de pulverizare pentru a intensifica
eficienta ionizarii. Aceasta realizare ofera nu numai posibilitatea aplicarii unei
tensiuni optime de ESI, dar si de a se constitui ca o zona tampon, ceea ce inseamna
cé separarea nu este afectata de fluxul de pulverizare. Toate conditiile pot fi bine
armonizate in emitatorul separat pentru fiecare dispozitiv microfluidic. In acest
model, performantele de electrospray au fost optimizate in afara dispozitivului si
pulverizatorul a putut fi reatasat la diferite chipuri, ceea extinde timpul de viata si
eliminad problemele de contaminare. Rezultatele arata ca eficienta separarii prin
utilizarea unui astfel de chip microfluidic poate atinge eficienta unei coloane cu
2860 de talere teoretice, permitand separarea si detectarea clara a moleculelor mici
precum carnitina si acrilcarnitina utilizand dispozitive de electropulverizare cuplate.
Dezavantajul semnalat in cazul acestui model este ca efectul de diluare provenit de
la fluxul pneumatic poate reduce dramatic sensibilitatea de detectie, impunand
lucrul cu concentratii ceva mai ridicate ale probei aflate in solvent.

2.1.3 Capilare ascutite neacoperite atasate la un microchip din sticla

Pentru a elimina efectul de diluare cauzat de fluxul de pulverizare, un
emitator de electropulverizare neacoperit devine o alternativa pentru utilizarea
microchipurilor ESI. In scopul de a obtine o ionizare stabila fara ajutor pneumatic
trebuie luate in considerare forma, dimensiunea interioara si proprietatile suprafetei
emitatorului. De obicei un capilar fngust, cu un diametru exterior redus, poate
genera conul Taylor pentru ESI, la o tensiune mai mica, fnainte de a incepe
descarcarea de tip Corona.

Chip acoperit cu sticla

Tubulatura din otel

Tubulatura teflon

Flux reancarcare

Gaz de Chip
pulverizare  Jonctiune Gaz de
lichida Flux  Pulvarizara

reancarcara

Fig. 2.1.3 Reprezentarea schematicd a sistemului microTAS CE/ ESI MS
conceput de grupul Henion [44]
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Pe de alta parte, unele materiale conductoare, folosite pentru depunere pe
suprafata emitatorului, ca de exemplu aurul si carbonul, pot mari stabilitatea
semnalului de ESI si eficienta ionizarii. Totusi, in anumite conditii de operare ale
electropulverizdrii, s-a putut observa efectul de efervescenta care constd, in aparitia
bulelor de gaz la capatul pulverizatorului de ESI. In scopul de a elimina efectul de
efervescentd si a obtine performantele unei ionizari stabile, tensiunea adecvata
aplicatda ESI joaca un rol important in modelul fara strat conductor.

In acest context, Grupul lui Karger [45] a construit un sistem microTAS
CE/ESI MS cu interfata bazatd pe jonctiune de lichid pe chip, In care tensiunea
aplicata pentru electroforeza, care alimenteaza si circuitul CE poate fi de asemenea
utilizata si pentru electrospray, prin jonctiune. In scopul transferului cu succes a
probei prin jonctiune la emitatorul ESI, a fost fabricat un canal de ghidare pentru o
aliniere mai precisa cu iesirea canalului de separare. Din rezultatele comunicate,
rezulta ca a fost atinsa o eficienta ridicatd de separare (echivalenta cu 40000 de
talere teoretice), insa totodata apare clar ca detectia la nivelul attomolar a fost
practic compromisa din cauza diludrii probei in jonctiunea de lichid. Un model similar
a fost dezvoltat si de catre grupul lui Harrison [46] care a creat un alt model, fara
depunere metalica, prin adaugarea unei portiuni suplimentare de canal, ce
faciliteaza aplicarea tensiunii ESI. Portiunea de canal a fost extinsa de la punctul de
conectare dinspre capatul ascutit al ESI inspre canalul de separare. Aceasta metoda
poate, de asemenea micsora efectul de largire al benzii de analit, asigurand si o
sensibilitate mai mare de 7 fmol/uL, inregistrata la testarea acestor dispozitive
pentru detectia peptidelor rezultate din digestia enzimatica.

2.1.4 Emitator capilar de electrospray atasat de un microchip din
polimer

Comparativ cu substraturile din sticla, plasticul are avantajul costurilor
scazute si a fabricatiei pe o scara larga, ceea ce le face mai atractive si mai potrivite
pentru producerea in serie in scopuri comerciale. Mai multe metode, de la grefarea
termica [47], decaparea cu laser UV [48], litografie cu raze X [49] si modelare prin
copiere [50] au fost dezvoltate pentru a realiza microcanalele pe un dispozitiv pe
bazad de polimer. Pand acum mai multe substraturi de polimer au fost utilizate
pentru fabricarea chipurilor ESI cum ar fi, polimetil-metacrilat (PMMA),
polymetilsiloxane (PDMS), polycarbonate (PC) etc. Doua proprietati fac ca polimerii
sa fie foarte potriviti ca materiale pentru fabricarea dispozitivelor microTAS pentru
ESI. In primul rand, in comparatie cu materialele din sticla sau cuart, plasticitatea
polimerului la temperaturi acceptabile il face adaptabil pentru fiecare forma. In acest
fel, utilizarea materialelor plastice devine o alternativa satisfacatoare pentru
tehnologiile MEMS complicate. O a doua proprietate cheie, a dispozitivelor din
plastic, este hidrofobicitatea lor. Datorita caracterului sau hidrofobic nativ, plasticul
este ideal pentru utilizare ca emitator pentru MS, fara nici o alta procedura de
modificare. Mai mult, temperatura redusa impusa de procesul de productie este o
caracteristica atractiva pentru substraturile din polimer, ceea ce face ca fabricarea
microchipurilor sa fie extrem de facila in laboratoare fara o dotare specialda. Cu toate
acestea, fabricarea chipurilor ESI pe substraturile din polimer este oarecum limitata
de plasticitatea acestora.

Asemanator cu chipurile din sticla, fabricarea dispozitivelor ESI presupune,
fie un capilar atasat la capat, fie modelarea canalului electropulverizator direct pe
suprafata chipului pe baza de polimer.
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O prima varianta interesanta de microTAS CE/ESI MS polimeric a fost
raportatd de Kameoka si colaboratorii care au construit un chip microfluidic din
polimer cu o iesire deschisa la capatul canalului. Chipul a fost cuplat cu un
micropulverizator [51]. Separarea probelor prin CE pe chip a fost urmata de ionizare
prin electropulverizare ESI, ceea ce a demonstrat pentru prima data ca dispozitivele,
pentru microfluide, pe baza de polimer pot fi cuplate on-line pentru detectia prin MS
prin intermediul ionizarii prin electrospray. Pentru interfatarea cu detectorul de tip
MS, grupul lui Chen [52] a utilizat PDMS ca substrat pentru chipuri. O jonctiune
lichida a fost fixata la capatul canalului pentru a conecta capatul ascutit al capilarului
cu canalul de separare. Folosind ca detector spectrometrul de masa, grupul amintit
a obtinut rezultate excelente in separarea si identificarea atat a peptidelor standard,
cat si a celor derivatizate prin acetilare.

2.1.5 Dispozitive ESI de introducere a probei, fabricate pe
substraturi din silicon

Un alt tip de dispozitiv microTAS este cel dedicat injectarii directe a probei,
dispozitiv cu care se elimina neajunsurile tehnice ce decurg din integrarea etapei de
separare. Intr-un dispozitiv microTAS de introducere directd, emitatorul ESI poate fi
construit in formatul unui sir de microcapilare dispuse paralel, format utilizat, in
general, in analizele multiple. Abordarea analizei prin introducerea directad are insa
dezavantajul ca, poate conduce la suprimarea ionilor minori din amestecurile
complexe, dar si la posibilitatea aparitiei efectului de interferenta in timpul analizei
MS. Cu toate acestea, prezinta avantajul clar al vitezei de lucru, ceea ce permite sa
fie executate cicluri multiple de fractionare a ionilor pe instrumente de MS, in timp
foarte scurt. Majoritatea dispozitivelor de injectare directa au fost fabricate prin
tehnologii MEMS utilizand substraturi din silicon. Lee si colaboratorii descriu un
proces de fabricare a duzelor din parilenda la marginea unui microchip din silicon
[53]. Emisia stabila a ionilor poate fi atinsa la un debit minim de numai cétiva
nL/min fara utilizarea unui gaz de pulverizare. Desi acest tip de dispozitiv necesita o
tenisune relativ mare pentru obtinerea a unei electropulverizari uniforme, utilizarea
parilenei pentru fabricarea microvarfului depaseste problemele de fragilitate asociate
cu varfurile capilarelor si astfel dispozitivul devine mai robust pentru comercializare.

Intr-un alt model de introducere a probei, comercializat pentru bioanaliza
probelor biologice [54], autorii au utilizat un proces de decapare profunda cu ioni
reactivi (DRIE) sau MEMS pentru a construi o placd ESI miniaturizata. Un canal a
fost gravat de-a lungul placii de silicon si o duza (10 pm DI x 30 ym DE) a fost
conectatd pe capéatul canalului asa cum este prezentat in figura 2.1.4 . Rezervorul
gravat in partea din spate poate retine analitul pentru ionizare directd. De asemenea
este posibila cuplarea altor dispozitive de separare datoritd volumului mort scazut.
Prin utilizarea tehnologiei MEMS, pot fi realizate analize multiple prin alinierea
duzelor in serie, cu o mare densitate pe plicute de cativa cm? . Datorita vitezei mari
de prelevare a analitilor asigurata de acest gen de dispozitive, se poate utiliza
convenabil un instrument MS functionand in regim de tandem MS, pentru selectarea
ionilor in primul analizator de masa si apoi detectia in cel de-al doilea analizator de
masa, pentru a compensa lipsa separarii. Acest microchip este de asemenea
compatibil cu interfata MALDI-MS. Cand este cuplat cu prelevarea probelor direct de
pe un gel 2-D, probele formate in-gel pot fi analizate secvential prin instrumente
MALDI-MS si ESI-MS pentru a mari cantitatea de informatii obtinuta. Limitarile
legate de neintegrarea separarii, in varianta injectarii directe, sunt depasite de
forma miniaturizatd si viteza de analizd rapida, ceea ce furnizeazad o platforma

BUPT



28 Tendinte actuale in dezvoltarea sistemelor de ionizare prin chip-electrospray - II

convenabild si la costuri mici pentru analiza in proteomica.

2.1.6 Dispozitive ESI de introducerea a probei fabricate pe
substraturi polimere

in scopul obtinerii unei microelectropulverizdri performantd si stabild,
canalul de iesire ESI trebuie sa fie intodeauna ascutit. Astfel, se reduce fenomenul
de raspandire al lichidului si se micsoreaza tensiunea necesara initierii procesului
ESI si stabilirii conului Taylor. Substraturile polimerice, precum PDMS, PMMA si
poliamidele, au fost des utilizate in acest scop intrucat, corespund destul de bine
acestor deziderate.
Ca si in cazul substraturilor siliconice, si clasa de microTAS polimerice, cu injectare
directd, prezinta varianta de dispozitiv de pulverizare multicanal (Fig.2.1.4) pentru
analiza probelor multiple in regim high throughput. In aceastd directie, se remarca
mai ales studiile lui Yuan si Shiea care au construit un analizator secvential sub
forma de stea compus dintr-o forma ascutita la iesirea canalului deschis, ce a fost
taiat manual printr-un cutit in substratul de PMMA [55].

ESI Chip

Sonda automatizata intrare duza
P
2000V

i Proba - APl MS

|

|
Proba
Pipeta ia

conductiva
Fig. 2.1.4 Schema microchipului cu iesiri multiple [ 55]

Lichidul poate fi prins in canalele adanci fara utilizarea unei placi de acoperire.
Dispozitivele de acest gen necesitad insa rezervoare suficient de adanci pentru a
minimiza efectul evaporarii din canalul deschis. Mai mult, pentru a obtine o ionizare
prin electropulverizare eficienta este necesara aplicarea unei tensiuni relativ mari
(3-4 kV).

Rolando si colaboratorii au dezvoltat mai recent o sursa model cu un
microvarf ce functioneaza in conditii de nano-electrospray asa cum este arétat in
figura 2.1.5 [56]. In acest scop autorii au conceput in chip o ,penita” cu o structura
planara, prin utilizarea fotorezistorului epoxi negativ SU-8, ce ofera calitate si
reproductivitate mare in procesul de fabricatie. Functionarea micropenitei este
foarte asemanatoare cu aceea a unui stilou cu pompa, astfel incat penitele contin
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un rezervor si o deschizaturd capilaréd ce conduce proba de analizat in punctul de
varf al ,penitei”. In aceasta varianta de concepere a micropulverizarii, potentialul de
electrospray este redus cu succes la 1.5 kV, ceea ce il face mult mai compatibil cu
cerintele nanoESI decat multe dintre celelalte dispozitive microfluidice bazate pe
canale.

Figura 2.1.5 Fotografia unei structuri de tip penita [56]

Pentru majoritatea formelor ascutite obtinute prin prelucrare manuala,
pozitia conului lui Taylor nu este stabila, ceea ce cauzeaza contaminarea intre
canale. In scopul reducerii fenomenului de contaminare, Kameoka si colaboratorii
au inserat o foaie tringhiulara [57]. Acest artificiu a permis realizarea unui dispozitiv
dens cu distanta de 80 um intre fiecare varf. Din rezultatele prezentate de autori,
sistemul a aratat o buna stabilitate la electrospray si o reproductibilitate marita.
Aceasta realizare tehnologica gasindu-si aplicabilitatea in descoperirea drogurilor si
a substantelor dopante, activitate ce necesita o analiza calitativa si cantitativa foarte
performanta.

Alte emitatoare ESI multiple au fost realizate de grupul lui Smith [58].
Autorii au utilizat metoda de ablatiune cu laser pentru a fabrica canalele de trecere
(30 um) prin placile de PC si le-au introdus in productia de serie.
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Fig.2.1.6 Procesul de fabricare a unui varf triunghiular singular
de electrospray integrat cu canale microfluidice [58]

Spre deosebire de aplicarea ESI secventiala, emitatorul de pe placa
realizeaza spray simultan constituindu-se de fapt intr-o sursad de multielectrospray a
ionilor. In acest fel, intensitatea semnalului poate fi marita prin colectarea tuturor

ionilor generati de toti emitatorii, in acelasi timp, (Fig. 2.1.6).
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CAPITOLUL III
Noutati in dezvoltarea metodelor bazate pe
chip-electrospray utilizate in proteomica si
glicomica

3.1 Analiza proteinelor

Pentru analiza proteinelor prin MS, pretratamentul probelor include o
multitudine de etape ce consuma timp si resurse. Etapele de pretratare, ca de
exemplu digestia enzimatici, méaresc puterea de acoperire a secventializarii in timp
ce altele, ca de exemplu degresarea, mareste sensibilitatea detectiei. Integrarea
microTAS a acestor pasi este de o importanta speciala pentru analiza proteomica pe
scara largd si in care complexitatea probelor este extrem de mare. Sistemele
microfluidice trebuie asadar, sa se constituie intr-un mijloc puternic de integrare a
metodelor, cum sunt pretratarea si analiza automata a proteinelor.

Prima strategie de digestie cu tripsind integrata pe un chip ESI a fost pusa

la punct de catre Xue si colaboratorii [59]. Solutia de tripsina si probele au fost puse
in rezervor, apoi injectate direct pentru analiza MS. Strategia fiind simpla, rata de
digestie a fost limitata de raportul mic tripsina-proteina precum si de timpul scurt de
contact. Pentru a intensifica gradul de digestie, Harisson si colaboratorii au
construit o camerd microfluidicd continand tripsind imobilizatd pe un suport solid
(2.4 pl) aga cum este prezentat in figura 3.1.1 .
In acest fel proteinele pot fi fragmentate in peptide mici cu un bun randament cand
trec prin camera de digestie, asigurdandu-se astfel si un raport optim
enzima/proteinda. Mai mult, suportul solid ce contine enzima imobilizata poate fi
indepartat pentru utilizarea in varianta farad digestie enzimaticd sau poate fi inlocuit
cu unul nou. Din rezultatele prezentate, acoperirea (sequence coverage)
aminoacizilor poate atinge 92% pentru proteinele standard, ceea ce fac dispozitivele
integrate o platforma convenabild pentru procesarea automata a probelor si
identificare de novo a proteinelor.

Pentru proteinele prezente in concentratii mici, precum cele extrase din
gelurile bidimensionale (SDS-PAGE 2D) sau pentru proteinele modificate
posttranslational, etapa de preconcentrare este extrem de importanta pentru a
obtine rezultate satisfacatoare. Extractia fazei solide (solid-phase extraction, SPE)
este o tehnologie importanta de pretratare a probelor in acest caz. Li si colaboratorii
au dezvoltat un microsistem (Fig. 3.1.1) bazat pe utilizarea unui suport solid de faza
inversa C18 sau un mediu cu afinitate pentru cationi integrat pe chip pentru a
imbogati analiza [60]. Aceaste exemple demonstreaza potentialul chipului, bazat pe
afinitatea selectiva a fazei stationare pentru peptidele studiate (chiar si la
concentratii mici, ce de exemplu 20 ng/mL) prezente in plasma umana. Mai mult,
compabilizarea dispozitivelor PDMS microfluidice, modificate cu alte dispozitive
miniaturizate pentru a integra intregul proces si a-l face utilizabil pentru prelevarea
continuua din flux, reprezinta o noua dimensiune in analitica biochimica. De curand,
a fost de asemenea explorata si posibilitatea separarii si analizei ESI-MS/MS prin
conectarea unui cartus de digestie enzimatic miniaturizat si a unui cartus de
desalinizare in serie cu orificul de admisie a probelor pe un microchip. Spre
deosebire de strategia integrarii camerelor de extractie si digestie pe chip, Tan si
colaboratorii [61] au fabricat o serie de 8 coloane monolitice poroase integrate pe
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chip pentru analiza directd MS. Polimerizarea in situ detine mai multe avantaje, ca
de exemplu constructia fara sinterizare, preparare usoara cu un control bun al
prozitatii si al suprafetelor chimice, si tinand cont de aceste avantaje, polimerizarea
in situ poate constitui o alternativa la strategia impachetarii.

O alta aplicatie a polimerizarii in situ a fost demonstrata de Lazar si
colaboratorii pentru chipurile electrocromatografice in separarea probelor complexe
in canalele dispozitivelor microfluidice inainte de analiza prin MS [62].

varful ¢ ilarei |
NE - _

Vedere de sus Vedere laterala

Fig. 3.1.1 Reprezentarea schematica a camereri de digestie ce contine enzima imobilizata pe
un suport solid integrat si a chip-ului CE [60]

Incarcarea pozitiva a polimerilor monolitici imbunatateste performantele
separarii si curgerea electroosmotica ceea ce mareste eficienta elutiei. In acest
studiu, pentru o digestie standard a proteinelor a fost obtinutd o acoperire
secventialda a aminoacizilor de aproximativ 70-80% iar eficienta separarii a fost de
aproximativ 3000-4000 secvente in canale de 5-6 cm lungime. Un astfel de
dispozitiv ESI microfluidic se comercializeaza actualmente pe piatd. Canalul a fost
construit prin ablatiunea laser pe un film PI si un electrod din platina a fost depus la
capatul canalului pentru a aplica tensiunea pentru ESI.

In afara de chipurile de electroforezd mentionate anterior, compania Agilent
Technologies [63] a lansat un dispozitiv microTAS HPLC-chip constand dintr-o
coloana cu faza inversd construitd in interiorul chipului pe baza de polimer ce
executa separarea prin cromatografie lichidd cuplatd cu un sistem de pompare
nanofluidica (Fig. 3.1.2). In acest dispozitiv integrat chipul este plasat ca sandwich
intre ,stator” si un ,rotor” valva, ceea ce obliga proba sa curga atat prin coloana de
imbogatire cat si prin coloana de separare. Pe langa aceasta chipul nu necesita nici
un adaptor intre separare si varful de nanospray permitand si schimbarea valvei
complexe, ceea ce elimina scurgerile de lichid si problemele de blocare, si scurteaza
timpul de analizd8 in comparatie cu sistemele LC-ESI traditionale. Pornind de la
aceste avantaje, se poate obtine o capacitate de secventializare marita si prin
cuplarea la o coloana de schimb ionic puternic acidd, ceea ce face ca acest chip
microTAS sa fie extrem de performant pentru aplicatile din proteomica.
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Fig. 3.1.2 Dispozitiv microTAS pentru HPLC-chip si cuplaj ESI MS construit de firma Agilent
Technologies (prin amabilitatea Agilrom Bucuresti)

in figura 3.1.3 este prezentatd o aplicatie concretd a acestui dispozitiv in cuplaj cu
un spectrometru de masa de tip ion trap. Aplicatia se refera la analiza unui amestec
de peptide obtinut prin digestia cu tripsinda, a unei proteine necunoscute. Se poate
observa ca, spre deosebire de analiza clasicd HPLC cu infuzie ESI prin capilar, HPLC-
chip MS a permis detectarea/separarea unui numar mult mai mare de componente
peptidice care au putut fi identificate prin spectrul MS corespunzator fiecarui
component. Mai mult, comparatia cu HPLC clasic prin capilar arata ca, HPLC-chip
ofera un timp de elutie/analizd mult redus si o rezolutie net superioara: 6 sec
latimea peak-ului aferent componentului care a suferit elutie dupa 15 secunde, fata
de 15.7 sec latimea peak-ului aferent aceluiasi component eluat abia dupa 21
secunde in experimentul HPLC-capilar.
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Fig. 3.1.3 Analiza proteomica comparativa HPLC-chip si HPLC-capilar.
A: Cromatograma curentului total de ioni (TIC) la analiza prin HPLC-chip si HPLC capilar; B:
Cromatograma curentului extras de ioni (EIC)

O varianta interesanta de HPLC pe chip de siliciu cu aplicatii clare in
proteomica a fost de curand propusa de LETI Grenoble [64]. Aceste microsisteme
fabricate utilizdnd microtehnologia de siliciu contin o microcoloana cu un raport aria
suprafetei/volum mare, functionalizatd cu enzime specifice pentru digestia
proteinelor si/sau hidroliza enzimatica a glicoconjugatilor. In continuarea acestei
microcoloane enzimatice se gaseste o coloand cromatografica incorporata tot pe
chip pentru separarea prin HPLC a produsilor digestionati. Terminalul coloanei HPLC
contine un orificiu practicat in chip pentru electrospray astfel incat chipul poate fi
folosit in cuplaj direct cu ESI MS (Fig. 3.1.4).
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Fig. 3.1.4 Microchip integrat de siliciu cu reactor enzimatic, coloana microfabricata LC si ESI
(prin amabilitatea LETI Grenoble)

Un sistem microTAS de polimer care integreaza CE/ESI MS atat in regimul sheath-
less (fara lichid suplimentar si gaz de sustinere al procesului de electrospray) cat si
sheath-flow (cu adaos de jet de solvent pentru initierea si sustinerea ESI) pentru
analiza proteinelor si a peptidelor rezultate din digestie a fost lansat in urma cu 4
ani de Compania DiagnoSwiss, Lausanne, Elvetia (Fig. 3.1.5).

Fig. 3.1.5 Sistem microTAS de polimer care integreaza CE/ESI MS (prin amabilitatea
DiagnoSwiss, Lausanne)
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Pentru confectionarea dispozitivului microTAS, se creeaza cu un material
fotorezistent o replica pe o folie poliamidica, de grosimea 75 um, acoperita cu cupru,
utilizand drept masca un strat gravat. Materialul fotorezistent este developat si in
continuare se trece la profilare chimica pentru findepartarea cuprului deprotejat in
locurile microcanalelor. Poliamida este apoi profilata cu plasma pana la obtinerea
dimensiunilor finale ale canalului, 120 um latime si 45 um adéancime. Pentru
contactul electric se introduc microelectrozi de 100 um latime acoperiti cu aur,
vizibili in fotografie, si o serie de contacte de forma patrata aurite, plasate la baza
microcanalului. Chipul mai contine rezervoare micrometrice pentru plasarea probei,
a electrolitului de CE si colectarea reziduurilor. Fenomenul de CE/ESI: injectie
electrocinetica, separare, transport si electrospray al componentelor separate, se
dirijeaza prin aplicarea corespunzatoare a tensiunilor pe contactele electrice, prin
intermediul unor comutatoare atasate extern. Tot in acest fel electrocinetic se
dirijeaza si regimul sheathless sau sheath-flow de lucru in CE/ESI.

In studiile de proteomica, clasice, spectrometrele de masa care functioneaza
cu ionizare prin electrospray, fie ca sunt de la firmele Waters/Micromass, Bruker,
Thermo Finnigan, Shimadzu, sau Applied Biosystems, folosesc pentru introducerea
probelor sistemul cu sursa nanoESI sau microESI. In sistemul microESI proba este
aspirata intr-o seringa conectata printr-un capilar la varful sursei, care consta dintr-
un ac metalic relativ subtire. Seringa este incastrata intr-un dispozitiv de pompaj cu
debit reglabil, iar solutia este pompatd din seringa prin capilar inspre varful
electropulverizator. Sistemele nanoESI folosesc niste capilare foarte fine de sticla in
care proba este introdusa cu ajutorul unei pipete cu varf foarte fin de tipul celor
folosite in tehnica gel-electroforeza. Aceste capilare sunt fie disponibile comercial,
fie pot fi obtinute si confectionate in laborator. Cele comerciale au o depunere
metalica pe suprafata exterioara, iar la utilizare se introduc in orificiul sursei venind
in contact cu sursa aflatd la tensiunea de electrospray. Capilarele care, din scopuri
practice si de economie, se confectioneaza in laborator sunt din sticla ce are
interiorul profilat in forma de omega pentru a preveni formarea bulelor in timpul
electropulverizarii. Tuburile capilare se comandd de reguld de la o companie
specializata si apoi se trag cu ajutorul unui tragator care poate fi si el confectionat in
laborator, in scopul obtinerii unui varf foarte ascutit, fin si totodatd deschis. Si in
acest caz proteina sau amestecul de peptide rezultat din digestie se introduce cu
ajutorul pipetei ultrafine in interiorul nanocapilarului insa cum suprafata acestuia nu
este depusa cu un material conductor, in interiorul capilarului se introduce un fir de
otel inoxidabil care se conecteaza la sursa de inalta tensiune a ESI. Desi metoda
este practica si necostisitoare utilizarea capilarelor pentru electropulverizare sufe[é
de foarte multe neajunsuri care au fost des raportate in literatura de specialitate. In
primul rdnd, asa cum am aratat in capitolul anterior, debitele pe care un asemenea
capilar le furnizeaza sunt de aproximativ 400-500 de nl/min ceea ce, in cazul
analizelor biologice cand se dispune de o cantitate infima de proba, inca reprezinta
un consum destul de mare. Cel de al doilea dezavantaj bazat pe capilar este lipsa de
reproductibilitate a calitatilor varfului pulverizator. Chiar si in cazul capilarelor
confectionate in industrie reproductibilitatea formei varfului si a diametrului
orificiului deschis este redusa. In cazul capilarelor produse in laborator aceasta
reproductibilitate este si mai mica. De forma varfului si de dimensiunea diametrului
orificiului depinde esential, valoarea cadmpului electric care se stabileste in solutie si
in ultima instantd initializarea procesului ESI, pe care il sustine pe toata durata
aplicarii tensiunii. Din acest motiv, lipsa de reproductibilitate a varfului determina
lipsa de reproductibilitate a experimentelor. Deseori in literatura este semnalat
faptul cd una si aceeasi proteind aflatd in conditii identice de analiza a furnizat
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spectre diferite la schimbarea capilarului electropulverizator. Din aceasta cauza
tendinta cercetarii in proteomica, la ora actuald, este spre introducerea acelor
sisteme microTAS care fac ca reproductibilitatea orificiilor de ESI ale chipului, sa fie
de 100% [37, 65-70]. Mai mult, tehnologia de fabricare a chipurilor a atins in acest
moment stagiul in care poate construi micro si nanochipuri ce lucreaza la debite de
maxim 50 nl/min si cu o eficienta a ionizarii atat de mare incat sunt capabile sa
ionizeze si sa furnizeze in spectru semnale ale unor componenti aflati in amestec,
la nivel de urma si care prin nici o alta metoda analitica nu ar putea fi vreodata
detectati. Desi tehnologia microTAS este atat de avansata, in studiile de proteomica
chipurile ESI nu pot functiona fara un cuplaj adecvat cu spectrometrul de masa. Asa
cum am aratat, din acest punct de vedere cercetarile nu sunt chiar atat de avansate
intrucat sistemele de chip trebuiesc adaptate la configuratiile, parametrii de
functionare si caracteristicile spectrometrului de masa. Aceste caracteristici difera
foarte mult nu numai de la un tip de spectrometru la altul, ci si intre spectrometre
de acelasi tip dar produse de firme diferite. Mai mult, toate dezvoltarile din domeniul
microTAS prezentate pana acum nu rezolvd o problema din ce in ce mai acuta
semnalata mai ales in proteomica si anume necesitatea analizelor in regim high
throughput (in ritm de transfer rapid) care se poate face numai prin automatizarea
injectarii/manipularii probei. Combinarea infuziei prin chip cu robotizarea operatiilor
a devenit stringentd in ultimii ani, In special din cauza cresterii exponentiale a
numarului de probe ce trebuie analizate prin MS iptr-un timp cat mai scurt si a
complexitatii din ce In ce mai mari a acestora. In acest context firma Advion
BioSciences [71-72] a lansat un sistem microTAS pentru proteomica mai intdi si, asa
cum se va arata in paragraful urmator, implementat si in glicomica [65-70], in care
se combind injectarea robotizatd cu ionizarea prin chip ESI. Robotul, denumit
NanoMate, este primul sistem automat din lume de introducere a probelor in
spectrometrul de masa, prin chip nanoelectrospray. Acest robot este prezentat in
figura 3.1.6.

Fig. 3.1.6 Robotul NanoMate echipat cu chip ESI din siliciu produs de firma Advion BioSciences
(prin amabilitatea Advion BioSciences)
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Robotul contine un platan ce are prevazut un aranjament de 96 de locasuri in care
se pipeteaza probele si un suport cu 96 de pipete de plastic ce au depuse pe
suprafata exterioara un strat inert de grafit. Sistemul NanoMate poate fi programat
astfel incat bratul sau sa ataseze o pipetd de plastic si apoi s&@ se deplaseze
automat inspre placa ce contine probele, sa aspire intre 2 si 20 uL solutie-proba si
apoi sa se deplaseze in pozitie orizontald pentru a electropulveriza proba prin
orificiul unui chip aflat in dreptul spectrometrului de masa. Pentru electropulverizare
robotul aplica pe varful pipetei tensiunea de electrospray stabilita si optimizata de
operator prin intermediul programului Chip Soft care controleaza robotul. Chipul
este un substrat de siliciu ce are practicate 100 de orificii fiecare cu diametrul
interior de 10 um sau, In versiunea cea mai recenta, din 2008/2009, 400 orificii
fiecare cu diametru de 2.5 um si este fabricat prin metode semiconductoare clasice
precum fotolitografie si modelarea cunoscuta sub numele deep ion reactive etching.

3.2 Analiza hidratilor de carbon si a glicoconjugatilor

Diversitatea structurala a glicoconjugatilor in tesuturi si celule este
determinata de complexitatea foarte mare a compozitiei lor precum si de
specificitatea tisulara a acestor compozitii. Pentru a elucida structura unei anume
specii de glicoconjugati implicata intr-un anume proces fiziologic sau patologic este
literalmente necesard o foarte precisa si detaliata analiza structurald. In ultimii ani,
prin metode bazate pe electroforeza capilarda si pe gel (1 si 2 -dimensionald),
cromatografie lichida, cromatografie pe strat subtire (TLC) cat si prin metode
imunochimice si imunohistochimice [73] a fost demonstrata diferenta in compozitia
si cantitatea glicoconjugatilor din diferitele matrici umane, precum si distribuirea lor
la suprafata celulelor si in spatiul extracelular. Rezultatele experimentale obtinute cu
tehnicile enumerate mai sus, sunt insa bazate numai pe comparatii si ofera date
numai asupra componentelor majore prezente in amestecurile native complexe.
Acest neajuns a fost atribuit atat sensibilitatii reduse a metodelor implicate pana
acum in analiza compusilor glicoconjugati cat si a posibilitatilor lor de detectie,
limitata numai la caracterizarea structurala a speciilor majore din diferitele matrici
umane. Elucidarea structurald a speciilor individuale de glicoconjugati 1in
amestecurile complexe extrase din matrici umane (tesuturi, fluide ale corpului etc)
reprezinta o cerinta fundamentald pentru determinarea compozitiei lor in regiuni
specifice si pentru corelarea specificitatii acestor structuri cu functia specializata a
fiecarei matrice umana, in conditii de subiect sanatos si bolnav.

Pentru a defini si intelege interelatia structura-functie a fiecarei entitati structurale
de glicoconjugati, implicata intr-un anume proces fiziologic/patologic, si pentru a
imbunatati potentialul lor terapeutic si de diagnostic, in deceniul trecut
spectrometria de masa cu ionizare prin electrospray [74, 75] a fost aplicata pentru
analize la sensibilitati de ordin picomolar. In prezent insa, sunt necesare noi
platforme spectrometrice de masa pentru a permite analize care sa ofere date
privitoare la complexitatea structurald ridicata a glicoconjugatilor.

In laboratoarele analitice ale lumii au fost implementate cu succes strategii pentru
detectarea si fragmentarea diferitelor tipuri de glicoconjugati incluzand glicopeptide,
glicoproteine, gangliozide si sulfo-GlcA-glicosfingolipide. Aceste strategii au fost
bazate pe spectrometrie de masa cu ionizare prin nanoESI in cuplaj cu analizoare
de masa precum cuadrupolar hibrid cu timp de zbor (QTOF), cu rezonanta
ciclotronica si transformata Fourier (FTICR) in tandem MS [76,77] sau prin cuplaj
direct (on-line) al electroforezei capilare (CE) cu ESI QTOF MS/MS [78,79], utilizand
interfete construite in laboratoarele respective.
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Din 2004 au fost analizati, pentru prima data prin intermediul sistemului automat
NanoMate, bazat pe injectare prin chip nanoESI in cuplaj cu QTOF MS, glicoconjugati
extrasi din creier uman si din urina unor pacienti suferind de dezordini de glicozilare
in scopul determindrii structurilor moleculare si identificarii biomarkerilor diferitelor
afectiuni [65-70, 80, 81]. Toate aceste noi metode au permis nu numai detectarea
si caracterizarea structurala a unor fractiuni de glicoconjugati izolate, dar si o
analiza compozitionala detaliata a unor amestecuri native complexe extrase din
tesut In cantitati extrem de mici (pico si attomolar). Mai mult, prin aceste metode
ultraperformante, a fost posibila si fragmentarea prin tandem MS (MS/MS) direct din
amestecul complex, a speciilor individuale minore.

Tehnicile moderne si sofisticate de spectrometrie de masa caracterizate prin
sensibilitate, rezolutie si Tnalta precizie au oferit o platforma analitica de mare
potential pentru dezvoltarea de strategii, ce au avut drept scop analiza structurala a
glicoconjugatilor. Pana in prezent s-au initiat si publicat deja [66, 69, 70, 82]
asemenea strategii bazate pe ESI QTOF si FTICR echipat cu un magnet ecranat activ
de 9,4 Tesla. Acest din urma spectrometru de masa, a putut oferi o rezolutie de 10°
si o precizie in determinarea masei de sub 1 ppm.

Pentru a imbunatati procesul de electrospray, stabilitatea semnalului,
eficienta ionizarii si sensibilitatea analizei s-a implementat in studiile de glicomica,
pentru prima datd, cuplajul dintre spectrometria de masa si ionizarea prin chip
electrospray utilizdnd chipuri monofunctionale in combinatie cu metode de
fragmentare ale ionilor prin disocieri induse prin ciocnire (CID) [37, 65-70]. Astfel,
doua spectrometre de masa diferite (QTOF si FTICR) au fost interfatate fiecare cu
doua sisteme diferite de ionizare bazate prin chip: un dispozitiv robotizat de
introducere a probei, complet automata bazata pe electrospray prin chip de siliciu, si
un sistem de chip polimeric micropulverizator subtire pentru injectarea probei prin
electrospray in analizor (Fig.3.2.1). Ambele sisteme de chip ESI au fost testate si
aplicate la analiza unui amestec complex de gangliozide extrase din cerebel adult
uman normal, a unei fractiuni polisialilate (GT1) de gangliozide extrase din cerebelul
adult uman normal si separate prin cromatografie pe strat subtire (TLC), a
amestecurilor complexe de glicopeptide din urina unor pacienti suferind de boala lui
Schindler si a unor amestecuri native de glicolipide din tumori ale creierului uman
(gliosarcom). Acest sistem nou de ionizare si-a dovedit capacitatile si performanta
superioara, in comparatie cu metodele traditionale de introducere a probei bazate pe
electrospray cu capilar. Avantajul deriva in special din aceea ca, oferd o eficienta a
ionizarii foarte ridicata ceea ce permite detectarea speciilor de gangliozide minore
care, foarte des reprezintd biomarkeri relevanti si nu ar putea fi altfel
detectate/identificate prin nici o alta metoda analitica. Un alt avantaj al tehnologiei
MS bazate pe chip a fost senzitivitatea ultrainalta reprezentatd prin cantitati sub-
picomolare de proba necesare pentru o investigare structuralda completa a
extractelor din creier.

Acest aspect este de o deosebita importanta pentru aplicabilitatea acestei
metode in investigatiile clinice, pentru care de obicei sunt disponibile cantitati infime
de material biologic. Toate aceste studii prealabile demonstreaza capabilitatea si
potentialul sistemelor chip-ESI in combinatie cu spectrometria de masa de finalta
performantd pentru elucidarea structuralda a componentelor individuale de GSL din
amestecuri extrase din regiunile creierului, fara a fi nevoie de tehnici laborioase de
separare, care sa preceada analiza prin MS.
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Fig.3.2.1. Primul cuplaj din lume al unui microchip polimeric monofunctional cu
a) QTOF MS [37] si b) FTICR MS [77] pentru analiza gangliozidelor si glicopeptidelor

De asemenea, folosind dispozitive de chip monofunctionale prin intermediul carora
au putut fi analizate componente minore de glicoconjugati necunoscute anterior,
aceste studii demonstreaza ca, o extindere a investigatiei ar putea fi capabilda sa
ofere date structurale care sa conduca la descoperirea de noi structuri biomarker.

Pentru a extinde cercetarea asupra dezvoltarii unor noi metode de
spectrometrie de masa bazate pe sisteme microfluidice si a implementarii acestora
in stiintele vietii, in teza de doctorat de fata s-a realizat combinarea micro si
nanotehnologiei, cu cele mai moderne spectrometre de masa. Tehnologia chip a fost
succesiv cuplatd cu spectrometria de masa de cea mai inalta performanta, de tip
QTOFmicro MS si respectiv, pentru prima data, cu spectrometria de masa bazata pe
analizor cu capcana ionicd de mare capacitate (high capacity ion trap ultra mass
spectrometer, HCT MS). Cele doua sisteme cuplate au fost optimizate pentru o
obtinerea unei platforme superioard, necesara in analiza peptidelor, proteinelor,
hidratilor de carbon si a derivatilor lor glicoconjugati, din perspectiva identificarii de
novo a compozitiei, expresiei si structurii lor, in diverse matrici sintetice sau
biologice.
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PARTEA EXPERIMENTALA

CAP. IV MATERIALE SI METODE

4.1 Reactivi si materiale

in vederea pregatirii probelor pentru analiza prin spectrometrie de masd cuplaté cu
robotul NanoMate si pentru realizarea unor experimente optime s-au folosit numai
reactivi cu un grad inalt de puritate si aparatura de laborator performanta si de
ultima generatie care sa corespunda necesitatilor studiului.

Astfel, metanolul, acetonitrilul, acidul formic (98%), acidul acetic si cloroformul cu
grad de puritate HPLC au fost achizitionati de la firma Merck (Darmstadt,
Germania). Avand in vedere calitatea acestora si puritatea testata finainte de
experimente prin infuzie “blank” acesti solventi au putut fi utilizati fara purificare
ulterioara. In toate experimentele ce au necesitat dizolvarea probei in apa, s-a
folosit  exclusiv apa  deionizata, bidistilata. Pentru  obtinerea  apei
bidistilate/deionizate necesare in obtinerea solutiilor probelor s-a folosit sistemul SG
2000, SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation GmbH (Barsbittel, Germania).
Acesta are o capacitate bazala de 2000 L apa cu un continut total de saruri de 1.79
mol/m?3, cu conductivitatea de 20uS/cm, debitul maxim este de 450 L/h si opereaz3
cu o presiune de 10 bari, astfel incat apa deionizata obtinuta are o conductivitate de
0.1 pS/cm.

In ceea ce priveste controlul permanent al calitatii apei, acesta s-a realizat utilizand
un conductometru digital LFW 200, SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation
GmbH (Barsbittel, Germania) cu un domeniu de masura al conductivitatii cuprins
intre 0.1-199.9 pS/cm.

In vederea concentrarii, solutiile probelor au fost liofilizate intr-un evaporator rapid
cu vid SpeedVac Concentrator, SPD 111V-230, Thermo Electron Corporation
(Asheville, NC, USA) cuplat cu o pompa de vid ROTAVAC valve control de la
Heidolph (Schwabach, Germania). Evaporatorul SPD 111V-230 cu trapa de racire,
are prevazute 40 lacase pentru tuburi Eppendorf de 1.5-2.0 mL si un display
electronic de unde se poate regla temperatura si timpul de functionare.

Toate solutiile probelor au fost stocate in tuburi Eppendorf de 1.5 mL si depozitate
intre experimente la -27°C. Probele uscate au fost cantdrite utilizdnd o balant3
analiticd AGN100, cu precizia de 0,0001 g si capacitate de masura pana la 100 g.
Pentru obtinerea solutiilor stoc ale probelor, materialul uscat a fost dizolvat in
solventul sau amestecul de solventi respectivi, apoi agitat pentru solubilizare un timp
cuprins intre 5-10 minute cu ajutorul unui vortex IKA® lab dancer, (IKA® Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, Germania) care are o viteza fixa de rotatie (2800 rpm) si
este utilizat pentru tuburi cu diametrul maxim de 30 mm. Dupa solubilizare, solutiile
au fost centrifugate 1-2 h intr-o centrifuga model Sigma 2-16, Sartorius (Goéttingen,
Germania), la 15000 rpm. Dupa centrifugare a fost colectat supernatantul.
Centrifugarea s-a dovedit absolut necesara pentru a evita blocarea orificiului chip de
catre impuritatile solide, nedizolvate, rezultate in procesele de extractie si de pregdtire
a probelor din materialul biologic. In acelasi scop al prevenirii blocarii chip-ului, etapa
de centrifugare s-a efectuat si pentru probele standard disponibile comercial chiar
daca furnizorul a indicat o puritate foarte mare a probei solide.
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Dupa dizolvarea in solventul sau amestecul de solventi, intre experimente stocarea
probelor s-a realizat la -27°C, iar in vederea analizei acestea au fost dezghetate
utilizand un termobloc digital de la firma FALC Instruments (Treviglio, Italia).
Termoblocul are 20 lacase pentru tuburi Eppedorf si are capacitatea de a incalzi
pand la 150° C peste temperatura mediului ambiant. Pentru a evita deprecierea
probelor (de naturd biologicd) analizate, incdlzirea in vederea dezghetarii s-a
realizat mentinand proba in termobloc la 20 °C pentru cel mult 2 minute. Inainte de
analiza, In etapa de optimizare a concentratiei s-au realizat diferite dilutii ale
solutiilor stoc care si acestea au fost agitate cu Vortex-ul, 1-2 minute si apoi
centrifugate din nou timp de 15-20 minute intr-o minicentrifugd EW-17310-07, Cole-
Parmer (Vernon Hills, Illinois, USA). Minicentrifuga este prevazutd cu un rotor cu 6
lacase pentru tuburi Eppendorf de 1.5/2.0 mL, dar se poate utiliza si pentru tuburi de
0.4-0.5 mL utilizdnd adaptoarele furnizate de producator. Viteza de centrifugare este
fixa, 6000 rpm.

Etapa de dializa, in vederea eliminarii sarurilor care a fost necesara pentru probele
de glicopeptide din urina pacientilor suferind de boala lui Schindler precum si pentru
toate probele de gangliozide, a fost efectuata cu ajutorul unor membrane de dializa
de 500 Da ,cut-off” cumparate de la Schuell, Darmstadt, Germania.

Pentru obtinerea solutiilor probelor si pentru aplicarea acestora in placile de
microtitrare s-au utilizat pipete automate cu volum reglabil de 0.5-10, 5-50, 20-200
si 100-1000 uL si varfurile aferente de unica folosinta de la firma Eppendorf,
Hamburg, Germania.

Toate spectrele de masa HCT MS au fot calibrate cu ajutorul standardului de
calibrare extern “tuning mix” G2421A achizitionat de la firma Agilent Technologies
(Santa Rosa, CA, USA). Standardul este un amestec de peptide ai caror ioni acopera
intregul domeniu de m/z in care probele de analiza dau semnale atat in tehnica de
detectie a ionilor negativi, cat si in cea a ionilor pozitivi (tabelul 2.1.1).

Tabelul 4.1.1 Valorile m/z pentru ioni pozitivi si negativi pentru standardul de
calibrare extern “tuning mix” G2421A (Agilent)

MOD POZITIV (m/z) MOD NEGATIV (m/z)
118.09 112.99
322.05 431.98
622.03 601.98
922.01 1033.99
1521.97 1633.95
2121.93 2233.91
2721.89 2833.87

Parametrii pentru obtinerea acestor ioni la calibrare cu standardul “tuning mix” au
fost:

- presiunea gazului de nebulizare: 40 psi

- debitul gazului de uscare (evaporare): 10L/min

- temperatura gazului de uscare (evaporare): 350°C

- intervalul de scanare: 50-3000 m/z

Spectrele de masa QTOF MS au fost calibrate folosind iodura de sodiu achizitionata
de la Merck (Darmstadt, Germania) care furnizeaza semnale ce acopera domeniul de
mase investigat.
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4.2. Probele utilizate pentru analiza
4.2.1 Esantioanele de gangliozide

Extract nativ de gangliozide din meningiom benign uman

Extractul nativ de gangliozide din meningiom uman adult (barbat, 47 de ani) a fost
obtinut de la Facultatea de Medicina a Universitatii din Zagreb Croatia prin
amabilitatea doamnei Prof. Dr. Zeljka Vukelic. Diagnosticul de meningiom a fost pus
prin intermediul tomografiei computerizate si a rezonantei magnetice. Pacientul a
fost supus operatiei de extirpare a tumorii. Dupa extirpare, diagnosticul a fost
confirmat prin analiza histopatologica. Pentru extragerea gangliozidelor tesutul
tumoral a fost cantdrit si apoi stocat la —20 °C. Gangliozidele au fost extrase
aplicandu-se procedura dezvoltatéd de Svennerholm and Fredman [83]. In vederea
analizei prin chip-MS, in laboratoarele noastre extractul de gangliozide a fost supus
desalifierii prin dializa timp de 72 de ore in apd folosind membranele de dializa cu
cut-off 500 Da amintite mai sus. In final proba a fost uscatd complet in Speed Vac si
apoi dizolvata in metanol pur.

Extract nativ de gangliozide din hemangiom uman adult

Extractul nativ de gangliozide din hemangiom uman adult (barbat, 42 de ani)
localizat in emisfera dreapta a cortexului frontal a fost obtinut tot de la Facultatea
de Medicina a Universitatii din Zagreb, Croatia. Diagnosticul de hemangiom a fost de
asemenea pus prin intermediul tomografiei computerizate si a rezonantei
magnetice. Dupa extirparea tumorii, diagnosticul de hemangiom cavernos a fost
confirmat prin analiza histopatologica. Extragerea gangliozidelor s-a realizat dupa
indepartarea vaselor de sange si a elementelor necrotice. Etapele urmatoare de
extragere si purificare in vederea analizei prin chip-MS au fost identice cu cele
descrise la 2.2.1.1.

Amestec complex de O-glicopeptide sialilate din urina unui pacient suferind de boala
lui Schindler

Proba constdnd in amestecul complex de O-glicopeptide sialilate din urina unui
pacient suferind de boala Iui Schindler a fost obtinuta de la Institutul de Fizica
Medicala si Biofizica al Universitatii din Minster, Germania, prin amabilitatea Prof.
Dr. Jasna Peter-Katalinic. Pacientul, in varsta de 4 ani, din Bonn, a fost diagnosticat
cu aceasta deficienta de stocare lizozomald de catre Detlef Schindler de la Institutul
de Geneticd Umand din Wirzburg. Glicopeptidele au fost extrase de cdtre echipa
germana, conform procedurii descrise si publicate anterior [21, 22, 65]. In vederea
analizei prin chip-MS, in laboratoarele noastre probele au fost supuse purificarii prin
dializa (membrana cut-off 500 Da), urmata de liofilizare (SpeedVac) si dizolvare in
metanol pur.

4.2.2 Polizaharide functionalizate

Probele de polizaharide modificate (cu HMD-hexametilendiamind si amina
aromatica) au fost obtinute de la Institutul de Chimie al Academiei Romane, filiala
Timisoara din precursori de maltodextrin si Paselli achizitionati de la AVEBE.
Sintezele, descrise in detaliu in publicatiile [84-86] au fost realizate de grupul
condus de Prof. Dr. Eugen Sisu.
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4.2.3 Peptide standard

Dipeptidele Leu-Ala si Val-Ala, tripeptida Leu-Leu-Leu si polipeptida Substance P
puritate =97% (HPLC) au fost achizitionate de la Firma Sigma (Mannheim,
Germania) sub forma de pudra liofilizata, in toate cazurile, si analizate fara a mai fi
necesara o purificare prealabila.

4.2.4 Apomioglobina standard

Proteina apomioglobina (apomyoglobin from equine skeletal muscle) a fost de
asemenea achizitionata de la Firma Sigma (Mannheim, Germania) sub forma de
pudra liofilizata si analizata fara purificare prealabila.

4.3. Spectrometria de masa

4.3.1 Spectrometrul de masa cuadrupolar hibrid cu timp de zbor
(quadrupole time-of-flight: QTOF-MS)

Experimentele de spectrometrie de masa au fost efectuate utilizdnd instrumentul
QTOF Micro MS cu accelerare ortogonala, de constructie Micromass/Waters,
Manchester, Marea Britanie (Fig. 4.3.1). Spectrometrul este echipat cu sursa de ioni
cu electrospray in geometrie Micromass de tip Z. In aceastda geometrie, capilarul ESI
este dispus pe directie perpendiculara pe contraelectrod (con) astfel incat,
traiectoria ionilor in sursa este forma de “Z”.

Fig. 4.3.1. Spectrometrul QTOF MS Micro (Micromass/Waters)
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Spectrometrul QTOF este un sistem hibrid care imbina simplitatea si performanta
analizorului de tip cuadrupolar, cu ultraeficienta analizorului cu timp de zbor cu
accelerare ortogonala. In contrast cu analizoarele triplu-cuadrupolare, instrumentul
exploateazd partea TOF pentru achizitionarea detectiei simultane a tuturor ionilor,
cu baleierea intregului domeniu de mase selectat. Puterea de rezolutie foarte
ridicatd combinata cu stabilitatea reflectronului TOF furnizeaza masuratori de masa
de o excelenta acuratete permitand diferentierea componentilor cu mase similare.
Timpul rapid de raspuns si de acumulare a semnalului, face ca acest tip de
spectrometru sa fie cel mai potrivit pentru interfatarea ESI-MS cu tehnicile
premergatoare de separare, bazate pe faza lichida.
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Fig. 4.3.2 Principalele componente si elementele de optica ionica ale spectrometrului de masa
hibrid cuadrupolar/timp de zbor cu accelerare ortogonala, de tip QTOF, Micromass/Waters
[87].

Elementele fundamentale ale spectrometrului (Fig. 4.3.2) sunt analizorul
cuadrupolar MS?, camera de ciocnire hexapol (hexapole collision cell) si analizorul
MS? reflectron-TOF. In principiu, ionii generati in sursa Z-spray sunt transferati catre
analizorul MS! cuadrupolar prin intermediul lentilelor RF. Dupd ce pardsesc
analizorul cuadrupolar, ionii patrund in analizorul cu timp de zbor, ortogonal MS2.
Fasciculul ionic este focalizat in pusher cu ajutorul lentilelor de accelerare, focalizare
si ghidare. In continuare, pusher-ul trimite un puls ionic catre reflectron. In timpul
zborului de la pusher la detector, ionii sunt separati dupa raportul m/z in functie de
timpul lor de zbor astfel ca ionii de raport m/z mare ajung la detector evident mai
tarziu (Fig.4.3.3).
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Fig. 4.3.3 Separarea ionilor in zona TOF [88]

in cazul spectrometrului cu accelerare ortogonald, QTOF, Micromass, axele TOF si
cea a sursei au directii independente astfel incat, accelerarea fasciculului ionic in
sursa se face pe directie ortogonald la directia TOF. Independenta axelor TOF si a
sursei prezinta urmatoarele consecinte favorabile:
posibilitatea de a se reduce imprastierea dupa viteze in directia TOF
posibilitatea de a se controla independent energia fasciculului ionic
continuu din portiunea de accelerare ortogonala si cea de drift din zona
. TOF catre detector.
In acest fel, timpul necesar fasciculului ionic de a strabate si umple zona de
accelerare ortogonala si timpul necesar accelerarii lui si miscarii de drift spre
detector sunt aproximativ aceiasi.
Avantajele acestor efecte sunt in primul rand imbunatatirea puterii de rezolutie care
astfel poate atinge m/Am 5000-6000 (la 50% din indltimea peak-ului) adica, o
excelenta valoare pentru instrument de tip TOF si, care, in plus este constanta pe
tot domeniul de masa si independenta de viteza de scanare. Un al doilea avantaj
este marirea considerabild a sensibilitatii spectrometrului de masa care in acest caz
atinge valori de fmol-attmol adica de 10 péana la 100 ori mai ridicata decéat in
spectrometrele de masa cuadrupolare triple.
Un alt element ce aduce o semnificativda imbunatatire a performantelor TOF il
reprezinta reflectronul-cdmp electrostatic care are rolul esential de a corecta
dispersia dupa energii a ionilor ce parasesc sursa ESI (Fig. 4.3.4).
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Fig 4.3.4. Miscarea a doi ioni de aceeasi masd, dar energii cinetice diferite in regiunea TOF-
reflectron a spectrometrului QTOF-MS (d-distanta totala libera de camp, D-distanta in camp
electrostatic) [89]

Figura 4.3.4 reda schematic traiectoriile in regiunea TOF libera de camp si in cea a
reflectronului, a doi ioni de aceeasi masa, dar cu imprastiere dupa energie. La
patrunderea in zona reflectronului, cdmpul electrostatic ii frdneaza pana la energie
cinetica zero. Apoi, ionii sunt reaccelerati in directie opusa. Ionul de energie cinetica
mai mica va fi frénat pana la repaos, intr-un interval de timp mai scurt decéat pentru
cel de energie cinetica mai mare, si deci va avea un drum de zbor mai lung in zona
libera de camp si mai scurt scurt in reflectron. Ionul cu exces energetic va avea
timpul de zbor mai lung in reflectron si mai scurt in zona din afara acestuia. Prin
aplicarea unei tensiuni optime pe reflectron V., si alegerea unei distante d
corespunzatoare, timpii de zbor ai celor doi ioni in zona liniara si cea a reflectronului
se pot compensa, astfel incat timpul lor total de zbor sa fie acelasi si ei sa atinga
detectorul simultan.

Fiind un hibrid tandem, spectrometrul QTOF poate functiona atat in modul MS cat si
in modul MS-MS. In modul MS, quadrupolul actioneaza ca un filtru larg, banda-
trecere, care transmite un domeniu larg de mase (RF-only mode) cdtre camera de
ciocnire. Ionii traverseaza hexapolul si patrund in regiunea pusher a TOF. In
intervalul de timp in care ei se deplaseaza cu miscare de drift in TOF, in regiunea de
accelerare ortogonala patrunde urmatorul puls ionic. Pusher-ul poate opera
extragerea ionilor din regiunea de accelerare ortogonala la frecventa repetitiva de
pana la 20 KHz astfel incat detectorul achizitioneaza cate un “full spectrum” la
fiecare 50 us. Ionii sunt detectati de un detector microcanal (microchannel plate),
iar semnalul achizitionat in timp este convertit in semnal digital. Fiecare spectru este
fnsumat ca histograma in memoria convertorului pana in momentul in care spectrele
histogramate sunt transferate catre computer. Computerul ruleaza programul Mass
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Lynx care permite manevrarea si controlarea informatizata a instrumentului, fixarea
tuturor parametrilor de operare (precum ESI-mode, potential capilar ESI, potential
contraelectrod, temperatura/gaz desolvatare, energie ciocnire respectiv potential
accelerare etc) selectarea MS sau MS/MS mode, selectarea precursorului pentru
fragmentare, achizitionarea semnalului, extragerea spectrului prin combinarea in
progresie a histogramei TIC, procesarea si prelucrarea (smooth, subtract,
magnification etc.) a spectrului de masa.
In MS/MS mode, analizorul quadrupolar opereaza in tehnica sa normala de
functionare: sursa Z-spray conduce ionii perpendicular pe directia de spray, prin
contraelectrodul conic (sampling cone) catre hexapolul RF-only jon guide. Dupa
focalizare in hexapol, analizorul cuadrupolar, ca banda-trecere foarte ingusta,
selecteaza ionul precursor care este trimis in camera de ciocnire. Gazul din camera
de ciocnire este de regula Ar sau Xe, iar presiunea Asé se ajusteaza in functie de
natura analizei si a moleculei analitice de fragmentat. In studiul de fata s-a folosit Ar
drept gaz de ciocnire. Pentru cele mai multe analize, presiunea se mentine la
valoare relativ ridicatd de aproximativ 0.05 Torr. Ionii fragment rezultati din
ciocnirea cu moleculele gazului inert (collision induced dissociation, CID), sunt
refocalizati de catre cel de-al doilea hexapol RF-only si fantele consecutive si extrasi
ortogonal fata de directia accelerarii, inspre TOF.
Caracteristicile instrumentului sunt urmatoarele:
e putere de rezolutie: 4-6000 (FWHM full width at half maximum: 50% din
inaltimea peak-ului)
sensibilitate: fmol-attmol
o eficienta (duty cylce) : 2-3 % (aproximativ de 100 ori mai mare decét a

analizorului quadrupolar)

precizia in determinarea masei moleculare: 20-50 ppm

viteza de achizitie: 10 scan/sec

domeniul de mase practic: 7000 Da

4.3.2. Spectrometrul de masa cu capcana ionica de mare capacitate
(HCT MS)

Analizorul cu capcana ionica quadrupolar (QIT) a fost inventat de Wolfgang Paul,
pentru care a primit, in 1989, Premiul Nobel pentru Fizica.

Analizorul cu capcana ionica [90] este un sistem alcatuit din 3 electrozi (fig.4.3.5):
un electrod inelar situat central si 2 electrozi adiacenti, end-caps, anterior, respectiv
posterior fata de electrodul inelar (acestia au in sectiune o forma hiperbolica).
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Fig. 4.3.5 Analizorul cu capcana ionica [91]

Pe electrodul inelar este aplicatda o tensiune RF pentru a genera un camp electric
cuadrupolar. Campul cuadrupolar este acela in care intensitatea campului E variaza
liniar cu deplasarea x : E=Ej- X

Potentialul aplicat (®) care stabilizeaza cdmpul electric trebuie sa varieze cuadratic
cu x pentru a fi respectata conditia de mai sus: ® = f (x?) (E =- d®/dx = f (x))

In campul cuadrupolar tridimensional prezent in analizorul QIT, ionii sunt supusi
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alternativ unor forte de stabilizare si de destabilizare si oscileaza atat in directia r
(radiald) cit si z (axiald). Miscarea stabila a ionilor nu permite nici un grad de
libertate. Daca potentialul RF este pozitiv, reprezentarea grafica este in forma de
“sa” (fig. 4.3.6a), iar in cazul potentialului negativ reprezentarea grafica este in
forma de “jgheab” (fig. 4.3.6b).

T LAY
S st v S s e

E ‘ Lo
*m‘g_ﬁ <

a) b) ; Z

Fig. 4.3.6 a) Un ion localizat de un potential in directia z va fi accelerat fata de centrul
sistemului (capcanei ionice). Cand potentialul RF isi modificd semnul, cdmpul se inverseaza si
acelasi ion este accelerat spre centrul sistemului, b) [92]

Consideratii similare celor din figura 4.3.6 vor fi observate pentru un ion care se
deplaseaza pe directia radiald, r. In cazul in care are loc inversarea campului la un
interval adecvat, ionii vor fi captati atat in directia r, cat si in directia z, intr-un
volum definit de cei 3 electrozi (electrodul in inel si cei 2 electrozi end-caps).
Deoarece campul electric este simetric si se ia in considerare numai deplasarea
radiald r = Vx*+y® si cea axiald, z, potentialul in orice punct in acest cAmp fiind dat
de relatia: ®,, = (U + Vcoswt)( r*-2z°+ 2z4% )/ ro’+ 2z¢* ), unde primul termen
descrie variatia sa temporald, iar cel de-al doilea dependenta spatiald; rq reprezinta
raza interna a electrodului in inel, z, este cea mai apropiata distanta de la centru la
electrozii end-caps, U este potentialul continuu, iar V este potentialul RF aplicat intre
electrodul inelar si electrozii end-caps; w este frecventa unghiulara, iar t este
timpul.

Ionii cu o anumita valoare a raportului m/z vor fi supusi unei miscari stabile in capcana
ionica. Solutia cantitativd pentru conditia de stabilitate este descrisda de o ecuatie
diferentiala de ordinul doi a lui Mathieu [90]. Solutiile acestei ecuatii (de fapt doua
ecuatii independente care descriu miscarea necuplata a unui ion in directiile r si z)
reprezinta conditiile de stabilitate, care sunt redate sumar sub forma unei diagrame de
stabilitate [90] (fig.3.3.6), exprimata in termenii coordonatelor a, si g, ai lui Mathieu:

a, = -2a,= -16zU/ m(ro®> + 2z ) w? si g, = -2q, = 8zV/ m(ro® + 2z¢° ) w?

Stabilitatea radiald, exprimata in termenii a, si q,, trebuie de asemenea mentinutd
simultan cu stabilitatea in directia z.
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Fig.4.3.7 Diagrama de stabilitate a lui Mathieu pentru QIT [90]

Tonii cu parametrii Mathieu identici, dar valori diferite ale m/z , se comporta identic.
Operatiunea optima cere ca ionii sa aiba conditii favorabile initiale, conditii care sunt
realizate prin utilizarea unui gaz-tampon de He (21mTorr) necesar pentru a inlatura
energia cinetica a ionilor si a-i determina sa ocupe regiunea centrald a capcanei
ionice. in mod tipic, capcana ionicd poate inmagazina 10° -10° ioni inainte ca
explozia coulombianad sa afecteze semnificativ traiectoriile acestora si in consecinta
sa reduca semnificativ rezolutia de masa.

Spectrele de masa sunt inregistrate in mod normal prin operarea MS cu capcana
ionica de tip quadrupolar, Tn modul de scanare al instabilitatii selective de masa.
Amplitudinea V, a potentialului RF aplicat, este crescuta pentru a determina
"miscarea” ionilor de-a lungul axei q, (fig.4.3.7), padna cand acestia devin instabili la
limita la care g, = 0.908. Pe masura ce acestia ating regiunea de instabilitate,
energiile lor cinetice si deplasarile in directia z cresc si acestia parasesc capcana
ionica printr-un orificiu din electrodul end-cap si ajung la detectorul extern. Ionii cu
m/z crescator sunt evacuati si detectati pe masura ce tensiunea RF este crescuta,
generand astfel un spectru de masa. Ecuatia analizei de masa pentru un MS cu
capcana ionica de tip quadrupolar, care functioneaza in modul de instabilitate
selectiv de masa, este obtinuta prin rearanjarea expresiei parametrului g, din
ecuatia lui Mathieu: m/z = 8V/ q, (ro®> + 2z¢* ) w°.

Ecuatia arata ca in acest mod de operare, miscarea ionilor este constransa de axa
a,=0 si nici o tensiune continud nu este aplicatd electrozilor end-caps. Pentru
capcanele ionice construite dupd asa-numita geometrie ideald, ro= zoV2 , iar m/z =
4V/ q, ro®> w?, ionii captati au frecvente de oscilatie caracteristice, denumite
frecvente seculare, separate in directiile r si z. Componentul principal al acestor
frecvente seculare este (w/2)B (rad/sec), unde B este un parametru care variaza cu
coordonatele a si g; la valori scizute ale a, si q,, Bz = V a,+ q;2 /2.

Miscarea este decuplata in directiile r si z , iar frecventa in directia r este jumatate
din frecventa in directia z. Deoarece ionii au frecvente caracteristice, un potential
alternativ al frecventei egal cu frecventa seculara a miscarii ionilor va determina ca
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ionii sa primeasca energii cinetice crescatoare (fig. 2.3.8a). Daca semnalul este
aplicat intre electrozii end-caps, ionii vor fi activati in directia z (fig. 2.3.8b).
Deplasarea in directia z creste, iar dacd semnalul rezonant este suficient de
puternic, acesti ioni activati translational pot fi evacuati prin orificiile din electrozii
end-caps in directia z, dupa céateva cicluri de aplicare a potentialului ac. Alti ioni,
care au m/z diferit, nu sunt afectati [90].

ﬂﬂ—j‘ﬁlﬁ i 1.1 MHz "1|‘.’LHHllL:Hlil!f"l.L"'h'I.i'IifI.iI'Ei'lii I 1z v:;
lir Melofiom inor direction lan Motion in r direction
"uﬁyﬁuﬁuﬁ uﬁuhufu IT?'IE",:,'L v‘ﬁh"’\u’ﬂ‘-_:;-“;\_ﬂf e I7-t
lon: Metion in = direcficn lan Modion inz direction
10
PrAtA AR TS, SRR | Lrom
0 100 I.'Icﬂ:ls.ecundE 1o
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Fig. 4.3.8 a) O simulare a traiectoriei unui ion cu m/z=100 intr-o capcana ionica ce opereaza
sub o tensiune rf=500V si o frecventa de 1.1MHz. b) O simulare a traiectroriei ionice atunci
cand de-a lungul electrozilor end-caps este aplicat un potential alternativ suplimentar (in
rezonanta cu frecventa de miscare a ionului in directia z).

Se poate observa cd, nu exista nici un efect asupra miscarii ionice in directia r.
Totusi, deplasarea in directia z creste, iar ionul este incdrcat cu energie si este
evacuat prin orificile din electrozii end-caps dupa céateva cicluri de aplicare a
potentialului ac. Alti ioni, care au m/z diferit nu sunt afectati [90].

MS/MS si MS" utilizdnd analizorul QIT

Spectrometria de masa in tandem (MS/MS) este un procedeu de examinare
individuala ionilor intr-un amestec de ioni: ionii de interes sunt izolati in functie de
valorile raporului m/z caracteristic, activati prin ciocnire si li se permite sa disocieze.
Ionii produsi rezultati sunt examinati intr-un al doilea pas de masurare de masa
(Fig. 3.3.9).

Intr-un spectrometru de masd cu capcand ionicd, MS/MS este realizatd prin
utilizarea unei succesiuni de operatii suplimentare in functia de scanare.

Functia de scanare incepe cu ionizarea si este urmata de selectia unui ion-parinte
intr-un pas care implica evacuarea tuturor celorlalti ioni din capcana. Ionul-parinte
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Fig. 4.3.9. Fragmentarea ionilor prin MS/MS [93]

este apoi excitat translational in mod tipic prin aplicarea unei tensiuni RF
suplimentare pe electrozii end-caps. Produsii ionici, rezultati in urma disocierii
indusa prin ciocnirea acestor ioni excitati cu gazul-tampon de He, sunt inregistrati
prin scanarea tensiunii RF astfel incat sa se obtina o a doua scanare a analizei de
masa.
Principalul avantaj al experimentului MS/MS este specificitatea crescuta.
Acest lucru este util in distinctia izomerilor, secventializarea biopolimerilor si
mai ales in analiza amestecurilor complexe. In experimentele de spectrometrie de
masa in tandem, semnalul este eliminat sau redus foarte mult din cauza altor
componente ale matricei sau a zgomotului instrumentului.
O trasatura unica a spectrometriei de masa cu capcana ionica este posibilitatea de a
realiza MS", avand o importantd deosebita in elucidarea structurala [67-70].
Selectivitatea MS" inseamna cd un compus poate fi fragmentat, iar fragmentele
rezultate pot fi izolate si analizate in continuare, pentru a furniza informatii
structurale despre moleculele complexe din diverse amestecuri.
Avantajele analizorului QIT:
1. sensibilitate crescuta
2. caracter compact si simplitate mecanica intr-un dispozitiv care este capabil
de performante inalte
3. experimentele de spectrometrie de masd in tandem sunt disponibile prin
realizarea masuratorilor secventiale de spectrometrie de masa
4. pot fi studiate reactiile ionilor/moleculelor pentru ionii de masa selectata
5. este posibila obtinerea unei rezolutii mari (>10° pentru m/z >1000) prin
scanari lente, Insa exactitatea masuratorii de masa devine relativ slaba
6. ionii care au raport m/z mare sunt accesibili utilizdnd experimente de
rezonanta
7. detectia nedistructivd este posibild utilizdnd tehnicile de transformare
Fourier.
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Analizorul cu capcana ionica de mare capacitate (HCT Ultra)

Majoritatea experimentelor de spectrometrie de masa din aceastd teza au fost
realizate utilizdnd spectrometrul de masa cu capcana ionicd de mare capacitate
(HCT Ultra PTM Discovery) de la firma Bruker Daltonics (Bremen, Germania)
prezentat in figura 4.3.9.

Fig.4.3.10 Spectrometrul cu capcana ionicd de |:11are ca-péi:ité_té HCT Ultra (Bruker Daltonics)

Acest tip de QIT ultramodern se caracterizeazd printr-o mai mare capacitate de
stocare a ionilor obtinuta prin descresterea densitatii ionice a ionilor care sunt
excitati fnainte de a fi evacuati din analizorul cu capcand ionicd cu geometrie
optimizata. In acest scop, ionii de interes sunt intai excitati intr-o orbita mai mare
fata de ceilalti prin excitatie rezonanta bipolara. Dupd ce ionii sunt excitati in
aceasta orbita, sunt evacuati precis in timp, din capcana ionica prin rezonanta
neliniara. Este important faptul c3 aceasta evacuare a ionilor se realizeaza cu o
mare precizie temporald, ceea ce duce la evacuarea rapida cu rezolutie ridicata la
mare capacitate. Spectrometrele cu capcana ionica de mare capacitate stocheaza de
103-10° ori mai multi ioni decit cele cu capacitate normald ceea ce permite
atingerea unor valori ridicate ale sensibilitatii analizei.

Spectrometrul de masa utilizat in acest studiu este interfatat cu un computer care
ruleaza pachetul integrat Compass 1.2 care include modulele Hystar 3.2.37 si
Esquire 6.1.512 pentru controlarea instrumentului si achizitionarea spectrelor de
masa si a cromatogramelor curentului total de ioni siun portal Data Analysis
3.4.179 pentru stocarea cromatogramelor si a spectrelor si procesarea tuturor
datelor de MS adicd extragerea semnalului principal, netezirea spectrelor,
deconvolutia si calibrarea lor. Caracteristica unica a acestui spectrometru de masa
o reprezintd rezolutia si precizia ridicata in determinarea masei, viteza mare de
achizitie, sensibilitatea inalta (infuzie cu cantitati de proba de ordinul zecilor de
nL/min) si capacitatea ridicata de stocare a ionilor, posibilitatea unica de a efectua
stadii multiple de fragmentare (MS'! in modul manual si MS® in modul automat). in
plus, HCT MS ofera avantajul catorva tehnici diferite de fragmentare: disociere
indusa prin ciocnire (collision - induced dissociation, CID MS/MS) si disocierea prin
transfer de electroni (electron transfer dissociation, ETD MS/MS), prima fiind cea
mai eficienta si care va fi utilizatd pentru disocierea moleculelor de gangliozide.
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O alta caracteristica importanta a spectrometrului de masa HCT Ultra este
versatilitatea acestuia prin posibilitatea cuplajului cu diferite surse de infuzie [67-
70]. Sursele de ioni ESI produse de Bruker Daltonics, care pot fi cuplate la
spectrometrul de masa HCT Ultra sunt: on-line microelectrospray (cu injectare prin
seringa-pompa), off-line nanoelectrospray, on-line nanoelectrospray, robot automat
de injectare, precum si electron transfer dissociation (ETD, disociere prin transfer de
electroni), respectiv sursa CID pentru fragmentarea ionilor.

In experimentele efectuate cu instrumentul HCT MS, toate spectrele au fost
inregistrate in domeniul 100-3000 m/z la o viteza de scanare de 8000 m/z pe
secunda. Fragmentarea in stagii multiple, MS", a fost efectuata fie prin disocieri
induse prin ciocnire folosind He drept gaz de ciocnire, fie prin ETD folosind
fluorantena drept reactant. Atat in cazul fragmentarii prin CID cat si in cel al
disocierii prin ETD Ionii precursori sau parinte au fost izolati intr-o fereastra de
izolare de 2u. Spectrele de fragmentare s-au obtinut optimizand amplitudinea
semnalului de RF la valorile indicate in capitolul destinat rezultatelor experimentale
obtinute.

4.4. Sistemul de injectare/ionizare complet automata prin
chip-electrospray (robotul NanoMate)

Ionizarea complet automatizatd prin chip-nanoelectrospray s-a realizat utilizand
robotul NanoMate BiVersa (Advion Biosciences, Ithaca, NY, USA) controlat prin
software-ul ChipSoft 8.1.0 care opereaza sub sistem Windows. Atat placile de
microtitrare cu 96 locasuri cat si placa-suport cu varfurile de injectare a probelor,
pentru pipeta conductivd a robotului au fost procurate de la firma Advion. Probele
au fost trecute prin chipuri de siliciu cu 400, respectiv 100 orificii, avand diametrul
de numai 2,5 respectiv 10 um, cumparate de asemenea de la firma Advion.

Azotul utilizat pentru desolvatare, precum si heliul utilizat pentru fragmentarea
ionilor au fost obtinuti de la firma Linde, Romania. Gradul de puritate al acestora
este de 99.999 %vol.

4.5. Nomenclatura ionilor fragment

4.5.1. Nomenclatura ionilor fragment pentru determinarea
secventei aminoacizilor din peptide si proteine

Secventa aminoacizilor din proteine si peptide poate fi determinata utilizéand
cantititi infime de probd: 10°-10"%g folosind fie CID fie ETD MS". S& presupunem
ca se opereaza in modul ion pozitiv. Deoarece secventa repetitiva din proteine este
aceiasi -NH-CH(R)-CO fragmentarile controlate in CID care au cea mai mare
probabilitate sa se produca pot sa fie doar de urmatoarele tipuri:

-scindarea legaturii Ca -C

-scindarea legaturii C-N

-scindarea legaturii N- Ca
ceea ce conduce la obtinerea a 6 fragmente carora li se atribuie prin conventie
notatia a,, bn, Cn, atunci cand sarcina pozitiva este pastrata pe fragmentul care
contine acidul N-terminal si notatiile Xn, Yn Si Zn atunci cdnd sarcina pozitiva este
pastrata pe fragmentul care contine acidul C-terminal. Indicele n indica numarul de
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aminoacizi continuti in fragmentul respectiv. Indiferent unde s-a rupt molecula,
fragmentele incarcate electric rezultate pot fi retinute si supuse unei noi fragmentari
astfel incat, se poate realiza secventializarea (determinarea locului de agezare al
aminoacizilor in lantul polipeptidic) oricarei proteine. In figura 4.5.1 se prezintd
explicit modul de atribuire a notatiilor fragmentelor provenite de la secventializarea
unei peptide dupa nomenclatura introdusa de [94]:

HNH—CH—C C—NH—CH—C ‘<NH CH— C~>0H
] T iy
R

R o n-1
Xn
+ +
NH— (|:H |(|: NH—CH—ﬁ: NH,— (|:H |C|; NH—C|;H—|(|3§>OH
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+
+
NH— CH |c NH—|H—(|’|,‘—NH3 ?H—ﬁfNH—CH—ﬁjw
o/,; R O R O R o'nl
n le
4 b, &
_|._
—(|3H—|C|: NH—TH——ﬁ— NH—|-CH——COOH +H*
R o} R o |/, R
X, Ya Z,

Fig 4.5.1. Nomenclatura scindarilor intr-o secventa peptidica

Diferenta de masa intre doi ioni consecutivi supusi fragmentarii permite
aflarea identitatii fragmentului pierdut si astfel determinarea secventei. Exista doua
exceptii unde interpretarea spectrului poate crea confuzii: Ile cu Leu care sunt
izomeri si Gl, cu Lis care sunt izobari. Cand exista astfel de situatii se apeleaza la
izolarea fragmentelor si supunerea acestora unor fragmentari in conditii specifice
care sa individualizeze natura acestor aminoacizi.
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4.5.2. Nomenclatura ionilor fragment pentru determinarea
secventei glicoconjugatilor

Secventializarea oligo, polizaharidelor, a glicoproteinelor si glicolipidelor este
una dintre marile cuceriri ale ultimei decade. Varietatea naturii legaturilor precum si
a dificultatii de ionizare a acestor molecule a facut imposibila utilizarea lor in analiza
spectrometrica de masa sub forma nederivatizata (adica nemodificatd la nivelul
gruparilor hidroxilice) pana la aparitia tehnicilor ESI, MALDI, Q si IT.

Pe langa obtinerea picului molecular M* se obtin de reguld, functie de
conditiile de lucru alese, o serie de picuri care detin informatii foarte valoroase
asupra modului cum unitdtile monozaharidice se leagd in interiorul lantului
polizaharidic. Mai mult chiar, folosind variantele MS-MS sau ESI-QTOF-MS/MS sau
MALDI-TOF-TOF se pot alege astfel de conditii in care unitatile monozaharidice
constituente ale lantului sa fie indepartate pe rand realizdndu-se astfel determinarea
secventei polizaharidice. Fragmentele rezultate au fiecare semnificatia lor precisa,
iar conventia de notare dupda Domon si Costello [95], azi unanim acceptata, este
prezentata in continuare. Orice polizaharid contine capatul nereducator, respectiv
capatul reducator, care in unele situatii poate fi legat de o proteind sau de un lipid.
Partea neglucidica a lantului polizaharidic se numeste aglicon.

Legaturile cele mai afectate de rupere (fragmentare) sunt legaturile eterice
dintre unitatile monozaharidice si de aceea sunt si cele mai frecvente. Fragmentele
care rezultd in urma scindarii acestor legaturi se noteaza cu Z si Y daca contin
capatul reducator (respectiv agliconul) si cu B si € daca contin capatul nereducator.

Uneori fragmentarea lantului oligozaharidic nu are loc in dreptul legaturilor
eterice intre unitatile constituente ci, chiar in interiorul heterociclului constituent al
zaharului. In cazul in care fragmentul ramane atasat de specia ionizata care contine
capatul reducator (sau capatul ce contine agliconul) el se noteaza cu X; daca
fragmentul ramane atasat de specia ionizata care contine capatul nereducator el se
noteaza cu A.

Atat in notatia lui A cat si a lui X apar indici superiori care indica in dreptul
carei legaturi din heterociclu unde are loc scindarea. De exemplu, in figura 4.5.2:
24p, aceastd notatie ne furnizeazd urmé&toarea informatie: fragmentul respectiv
apartine capatului nereducator, la nivelul celui de-al doilea zahar s-au scindat
legaturile Tntre atomii de carbon numerotati cu 2 si 4.
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Fig. 4.5.2. Nomenclatura scindarilor intr-o secventa oligozaharidica [95]

Oligo si polizaharidele pot fi fragmentate atat in modul ionilor pozitivi cat
si in modul ionilor negativi. In ambele situatii fragmentele rezultate pot aparea
«.imbogatite” ca masa, observandu-se frecvent picuri care sunt cu 23 Da sau 39 Da
(sau multiplii ai acestor valori) mai grele decat masa calculata teoretic. Acest fapt
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rezultd din aceea ca solutia care contine polizaharidul de ionizat contine ioni de Na
sau de K care formeaza aducti cu gruparile hidroxilice; apar astfel in spectru picuri
corespunzatoare ionilor mono, di sau polisodiati care se noteazd [M+ xNa]"*. In
locul sodiului poate fi potasiul sau in unele cazuri ambii ioni. Frecvente sunt si
pierderile unei sau mai multor molecule de apa: in acest caz picul apare ,saracit” cu
valoarea de 18 Da sau multiplii ai acesteia. Astfel de picuri se noteazd [M-pH,0]"*
Din analiza tuturor fragmentelor din spectrul de masa se pot deduce:

- natura unitatii glucidice constituente

- tipul de legatura intre unitatile glucidice(1-4,1-3,1-6)

- ordinea 1n care unitatile glucidice se succed in lant.
. Nu se poate inca determina geometria legaturii anomerice (alfa sau beta).
In acest mod se pot secventializa probe de oligo sau polizaharide care nu cantaresc
mai mult de 9-10pg.

4.5.3. Nomenclatura gangliozidelor

In aceasta lucrare gangliozidele si precursorii de tip glicosfingolipide sunt abreviati in
conformitate cu sistemul introdus de Svennerholm in 1980 [96] si de recomandarile
Comisiei de Nomenclaturi Biochimice a IUPAC-IUB [97] dupa cum urmeaza: LacCer,
Galp4GlcplCer; GA2, GgsCer, GalNAcB4Galp4GlcpiCer; GA1l, Gg,Cer,
Galp3GalNAcB4Galp4GlcplCer; nLcsCer, Galp4GlcNAcB3Galp4GlcfiCer; LesCer,
Galp3GIcNAcB3Galp4GlcpiCer; GM3, I13-0-Neu5Ac-LacCer; GD3, II3-o-(Neu5Ac),-
LacCer; GT3, II3-a-(Neu5Ac)s-LacCer; GM2, II*-a-Neu5Ac-GgsCer; GD2, II3-o-
(Neu5Ac),-GgsCer; GM1a or GM1, II3-0-Neu5Ac-Gg,Cer; GM1b, IV3-o-Neu5Ac-
Gg,Cer; GalNAc-GM1b, IV3-a-Neu5Ac-GgsCer; GD1a, IV3-a-Neu5Ac,II3-o-Neu5Ac-
GgaCer; GD1b, II*-a-(Neu5Ac),-Gg,Cer; GT1b, IV3-a-Neu5Ac,II3-a-(Neu5Ac),-
Gg.Cer; GQ1b, IV3-a-(Neu5Ac),,II3-a-(Neu5Ac),-Gg,Cer; nLM1 or 3'-nLM1, IV3-a-
Neu5Ac-nLc,Cer; LM1 or 3'-isoLM1, IV3-a-Neu5Ac-Lc,Cer; nLD1, disialo-nLc,Cer.
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Cap. V Cercetari asupra realizarii unui cuplaj
intre un sistem complet automat de introducere
a probei prin chip-electrospray si un
spectrometrul de masa hibrid quadrupolar cu
timp de zbor cu accelerare ortogonala
(QTOF MS)

5.1. Experimente de cuplaj ale robotului NanoMate cu
injectare automata si ionizare prin chip electrospray cu
spectrometrul de masa hibrid quadrupolar cu timp de zbor cu
accelerare ortogonala (QTOF MS)

Scopul acestui studiu a fost interfatarea robotului NanoMate, cu injectare automata
si ionizare prin chip ESI, cu un spectrometru de masa ultra modern quadrupolar
hibrid cu timp de zbor (quadrupole time-of-flight, QTOF) si optimizarea riguroasa a
cuplajului si metodologiei generale de lucru in scopul standardizarii ei.

Primele experimente de interfatare a chipESI s-au efectuat cu un spectrometru de
masa quadrupolar hibrid cu timp de zbor (QTOF) de la firma Micromass, Manchester,
Marea Britanie. Spectrometrul de masa QTOF functioneaza in cuplaj cu o sursa de
ioni cu electrospray, in geometria de tip Z a firmei Micromass. Spectrometrul este
interfatat cu un computer ce ruleazda programul Mass Lynx, sub Windows N.T.
Software-ul Mass Lynx controleaza instrumentul, inregistreaza cromatogramele, iar
prin intermediul sdu cromatograma curentului total de ioni inregistrata este procesata
astfel incat se genereaza spectrele de masa. Spectrele de masa la randul lor sunt
procesate, netezite, tot prin intermediul programului Mass Lynx. Pentru inregistrarea
spectrelor de masa s-a utilizat modul ionilor negativi, care s-a dovedit anterior cel mai
potrivit pentru ionizarea si detectarea GSL. In toate experimentele temperatura sursei
a fost mentinuta la 80°C, iar pentru desolvatarea si formarea ionilor in fazd gazoasa,
s-a folosit drept gaz de desolvatare, azot la un debit de 50 I/h .

Spectrometria de masa in tandem a fost efectuatd prin tehnica disocierilor induse
prin ciocnire utilizdnd argon ca si gaz pentru ciocnire. Toate spectrele de masa au
fost calibrate folosind drept calibrant iodura de sodiu intrucat aceasta genereaza
prin electrospray semnale ionice care acoperd un domeniu larg de mase.

In versiunile lor originale toate spectrometrele de masa care functioneaza cu
ionizare prin electrospray fie ca sunt de la firmele Micromass, Bruker, Finnigan sau
Applied Biosystems folosesc pentru injectarea probelor sistemul de sursa nanoESI
sau microESI. In sistemul microESI proba este aspirata intr-o seringd conectata
printr-un capilar la varful sursei, si care consta dintr-un ac metalic relativ subtire.
Seringa este incastrata intr-un dispozitiv de pompaj cu debit reglabil, iar solutia este
pompata din seringd prin capilar inspre varful electropulverizator. Sistemele
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nanoESI folosesc niste capilare foarte fine de sticla in care proba este introdusa cu
ajutorul unei pipete cu varf foarte fin de tipul celor folosite in tehnica gel-
electroforeza. Aceste capilare sunt fie disponibile comercial, fie pot fi obtinute si
confectionate in laborator. Cele comerciale au o depunere metalica pe suprafata
exterioara iar la utilizare se introduc in orificiul sursei venind in contact cu sursa
aflata la tensiunea de electrospray. Capilarele, care din scopuri practice si de
economie, se confectioneaza in laborator sunt din sticla ce are interiorul profilat in
forma de “omega” pentru a preveni formarea bulelor in timpul electropulverizarii.
Tuburile capilare se comanda de reguld, de la o companie specializata si apoi se
subtiaza cu ajutorul unui tragator, care poate fi si el confectionat in laborator, in
scopul obtinerii unui varf foarte ascutit, fin si totodata deschis. Si in acest caz,
proba se introduce cu ajutorul pipetei ultrafine in interiorul nanocapilarului insa cum
suprafata acestuia nu este depusa cu un material conductor, in interiorul capilarului
se introduce un fir de otel inoxidabil care se conecteaza la sursa de inalta tensiune a
ESI. Desi metoda este practica si necostisitoare utilizarea capilarelor pentru
electropulverizare sufera de foarte multe neajunsuri care au fost des raportate in
literatura de specialitate. In primul rand, debitele pe care un asemenea capilar le
furnizeaza sunt de aproximativ 400-500 de nl/min adica un consum destul de mare
de proba, ceea ce este un inconvenient in cazul analizelor biologice cand se dispune
de cantitate mica de proba. Cel de al doilea dezavantaj bazate pe capilar este lipsa
de reproductibilitate a calitatilor varfului pulverizator. Chiar si in cazul capilarelor
confectionate in industrie, reproductibilitatea formei varfului si a diametrului
orificiului deschis este redusa. In cazul capilarelor produse in laborator aceasta
reproductibilitate este si mai mica. De forma varfului si dimensiunea diametrului
orificiului depinde valoarea campului electric care se stabileste in solutie si in ultima
instanta, cum se initiaza procesul ESI si cum il sustine pe toatda durata aplicarii
tensiunii. Din acest motiv, lipsa de reproductibilitate a varfului determina lipsa de
reproductibilitate a experimentelor. Deseori in literatura este semnalat faptul ca una
si aceeasi proba aflata in conditii identice de analiza a furnizat spectre diferite la
schimbarea capilarului electropulverizator. Din aceastd cauzd, tendinta cercetarii la
ora actuala este inspre introducerea sistemelor de chipuri fabricate prin metodele
nanotehnologice/semiconductoare precise care fac ca reproductibilitatea orificiilor de ESI
ale chipului sa fie de 100%. Mai mult, tehnologia de fabricare a chipurilor a atins in acest
moment stadiul in care pot construi micro si nanochipuri, ce lucreaza la debite de maxim
50 nl/min, cu o eficientd a ionizarii atdt de mare incat sunt capabile sa ionizeze si sa
furnizeze in spectru semnale ale unor componenti aflati in amestec la nivel de urma si
care prin nicio altd metoda analitica nu ar putea fi vreodatd detectati. Desi tehnologia chip
este atat de avansata, chipurile ESI nu pot functiona fara un cuplaj adecvat cu un
spectrometru de masa. Din acest punct de vedere cercetdrile nu sunt chiar atat de
avansate intrucat sistemele de chip trebuiesc adaptate mereu la configuratiile sistemului,
la parametrii de functionare si la caracteristicile spectrometrului de masa. Aceste
caracteristici difera foarte mult, nu numai de la un tip de spectrometru la altul, ci si intre
spectrometre de acelasi tip, dar produse de firme diferite.

In acest context scopul acestui stagiu al cercetarii a fost interfatarea spectrometrului
de masa QTOF cu un robot produs de firma Advion BioSciences din Norwich Marea
Britanie. Robotul denumit NanoMate este primul sistem automat din lume de
introducere a probelor in spectrometrul de masa, prin chip electrospray.
Acest robot este prezentat in figura 5.1.1.

Dupa cum se observa robotul contine un platan ce are prevazut un aranjament de
96 locasuri in care se pipeteaza probele. Robotul este conectat la un laptop ce
ruleaza programul Chip Soft prin intermediul caruia se controleaza robotul.
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Fig.5.1.1. Robotul NanoMate echipat cu chip ESI din siliciu produs de firma Advion BioSciences,
Norwich, Marea Britanie (prin amabilitatea Advion BioSciences)

Robotul mai contine un suport cu 96 de pipete de plastic ce au depuse pe suprafata
exterioara un strat inert de grafit. Robotul este programat astfel incat, bratul sau sa
ataseze o pipeta de plastic, apoi sa se deplaseze automat inspre placa ce contine
probele, sa aspire 2-5 microlitri proba si apoi sa se alinieze in pozitie orizontala
pentru electropulverizarea probei printr-un orificiu al chip-ului (Fig.5.1.2). Pentru
electropulverizare robotul aplica pe varful pipetei tensiunea de electrospray stabilita
si optimizata de operator prin intermediul programului Chip Soft. Chipul este un
substrat de siliciu ce are practicate 100 de orificii fiecare cu diametrul interior de 10
pm. Chip-ul este obtinut prin metode semiconductoare clasice precum fotolitografie
si modelare, cunoscute sub numele de deep ion reactive etching.
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Fig.5.1.3. Cuplajul dintre robotul NanoMate, echipat cu chip ESI, cu
spectrometrul de masa QTOF MS

Pulverizarea prin chip are avantajul unui consum foarte mic de proba, al unui spray
extrem de stabil avand o reproductibilitate de 100% a experimentelor. Ceea ce 1l
face insa unic, este capacitatea de a oferi o maxima eficienta a ionizarii, atat prin
formarea de ioni multiplu incarcati, cat si prin electropulverizarea componentelor
minore ce apar in amestecurile biologice complexe.

Din acest motiv, chip electrospray are capacitatatea unicda de a descoperi
biomolecule ce nu pot fi detectate utilizdnd o altd metoda bioanalitica. Toate aceste
atribute au condus la alegerea robotului NanoMate pentru realizarea cuplajului cu
QTOF MS, urmatad de optimizarea metodei pentru analiza GSL sialilate, in scopul
detectarii de biomarkeri in tumori ale creierului uman.
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Fig. 5.1.4. Functionarea robotului NanoMate cu chip ESI in cuplaj cu spectrometrul QTOF MS

In studiul de fatd robotul a fost cuplat cu spectrometrul de masd QTOF, prin
intermediul unui sistem de cuplaj, special construit. Ansamblul celor doua
instrumente cuplate este prezentat in figura 5.1.3., iar principiul de functionare a
robotului NanoMate in regim QTOF MS este prezentat in figura 5.1.4.

In vederea realizarii cuplajului in prima faza, a trebuit dezasamblata sursa
originala de nanoelectrospray a companiei Micromass cu care este livrat
spectrometrul de masa. Dupa dezasamblarea sursei s-a trecut la proiectarea
sistemului de prindere a robotului de spectrometrul de masa, mai exact de partea
frontala a acestuia, in aga fel incat pozitionarea robotului sa fie identica cu pozitia
initiala a sursei originale. In plus, sistemul de prindere trebuie sa mai indeplineasca
urmatoarele calitati:

- sa poata fi usor asamblat si dezasamblat, iar procesul cuplajului sa nu
dureze mult timp astfel incat indata ce este necesara revenirea la sursa
originald, acest lucru sa se poata face rapid;

- sa nu necesite modificdri ireversibile ale niciunui component original,
caracteristic spectrometrului (sursa de ioni si/sau analizoarele);

- sa fie flexibila in ceea ce priveste pozitionarea robotului in diferite
unghiuri si la diferite distante fata de contraelectrodul spectrometrului
de masa;

- sa permita decuplarea totald dintre robot si spectrometrul de masa3,
astfel incat ele sa poate functiona independent. Acest aspect este
extrem de important atat pentru identificarea problemelor care apar in
timpul analizei cat si pentru remedierea eventualelor avarii;
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- sa fie confectionat din materiale rezistente si totodata sa nu aiba o masa
foarte mare intrucat sistemul de prindere impreuna cu robotul (care
cantareste 18 kg) sunt sustinute de spectrometrul de masa;

- sa poata sustine robotul, iar manipularea robotului sa se faca solidar sau
partial solidar cu sistemul de prindere pentru a evita deteriorarea reciprocs;

- nici o parte metalica sa nu ajunga in contact cu sursele de tensiune ale
spectrometrului sau robotului si sa nu obtureze deplasarea chipului, a
bratului robotului si a tuburilor ce alimenteaza robotul cu gazul de lucru.

Tindnd cont de toate aceste cerinte s-a efectuat un sistem de prindere care permite
conectarea robotului cu spectrometrul de masa, in modul prezentat in figura 5.1.3
Sistemul de prindere consta dintr-un brat de otel inoxidabil fixat in pozitie verticala
pe spectrometrul de masd care, se continud cu un al doilea brat pe axa Oz, fata de
spectrometru. In partea inferioara a robotului printr-un sistem de prindere adaptat
configuratiei robotului este incastratd o placd metalica groasa ce are practicat un
orificiu de diametru comparabil cu diametrul bratului Oz. Robotul poate culisa pe
bratul Oz si poate fi fixat intr-o pozitie anume, printr-un sistem de prindere adecvat
incorporat in placa metalicd. Bratul Oz are un grad de libertate pe directia Ox astfel
incat, prin intermediul sau robotul se poate deplasa pe directiile Oz si Ox fata de
contraelectrodul spectrometrului de masa. Cu ajutorul bratului vertical plasat pe
directia Oz intreg sistemul poate culisa pe aceasta directie si in consecinta intreg
sistemul ofera flexibilitate pe Ox,y,z. Sistemul de prindere nu cintareste mai mult de
2 kg, nu vine in contact decat cu capacul exterior al spectrometrului de masa pe
care se sprijind In trei puncte si nu impiedica miscarea robotului, sau accesul la
spectrometrul de masa, sau accesul gazelor de alimentare.

Pentru analiza GSL pentru toate experimentele s-a folosit un platan al probelor, din
sticld, pentru a evita interactiunea solventului si a moleculelor cu peretii de plastic ai
platanelor clasice si pentru a evita orice contaminare. Tot in acest scop, pentru
fiecare experiment de injectie in MS, s-a folosit o alta pipeta si un alt orificiu al
chipului si s-a optimizat in detaliu distanta dintre chipul electropulverizator si orificiul
de intrare al contraelectrodului spectrometrului de masa.

La inceputul experimentelor, in platanul probelor, s-au depus cate 10
microlitri de probe in trei orificii diferite. Pentru a se putea face un studiu cu
adevarat comparativ, toate conditile de masura ale celor trei probe, au fost
identice. Astfel, pentru toate cele trei probe robotul a fost programat sa aspire 5
microlitri de proba urmat de 2 microlitri de aer in varful pipetei, iar apoi a fost
initiata electropulverizarea la tensiuni de 1,7 kV aplicate pe varful pipetei, in timp
ce chipul de siliciu a fost mentinut la potential zero. Pentru toate cele trei probe,
dupa initierea ESI, semnalul a fost mentinut constant la o tensiune de 1,8 kV si o
presiune aplicata lichidului din pipeta de 0,3 psi. Toate spectrele au fost inregistrate
mentinand contraelectrodul spectrometrului de masa la o tensiune de 40 V, pe timp
de 15 scanuri, iar apoi aceasta tensiune a fost crescuta, prin procedeu de rampa
pana la 100 V, asa cum se va descrie in continuare.

5.2. Studiu de fezabilitate a metodei nanoESI chip QTOF MS si
optimizarea acesteia pentru compusi glicoconjugati

5.2.1. Analiza glicosfingolipidelor sialilate (gangliozide)

GSLs acide, ca glicosfingolipidele sialilate (GSLs), numite gangliozide (GGs),
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si cele sulfatate avand acid glucuronic sulfatat conectat de glicosfingolipide (sulfo-
GIcA-GSLs) sunt localizate in stratul extern al membranei plasmatice, fiind
exprimate la suprafata mai multor tipuri de celule si sunt raspindite in randul
vertebratelor in special in sistemul nervos al mamiferelor. In timp ce
glicosfingolipidele sialilate (gangliozidele) sunt abundente, in special, in sistemul
nervos central (SNC), Glc-GSLs sunt mai abundente in nervii periferici [69, 73]. Ele
sunt implicate in procese biologice ca dezvoltarea fetala, maturarea, diferentierea,
imbatranirea, si sunt implicate in transformarile maligne si in degenerescenta
neuronala [99-101].

Pentru a elucida structura speciilor GSL implicate in procese patologice au
fost implementate tehnicile: spectrometrie de masa - o analiza sensibila si exacta
implicdnd nanoESI-QTOF MS in tandem MS, electroforeza capilara/nano-ESIQTOF
MS/MS, si chipuri automate bazate tot pe injectare prin nanoESI QTOF MS. Prin
aceste metode s-au realizat caracterizarea individuald si detaliata a compusilor si s-
a reusit stabilirea unui tipar compozitional al amestecurilor de GSL extrase din
tesuturi umane [69-70]. Metodele bazate pe chip MS insd, nu au fost introduse ca
tehnici de rutind in acest domeniu si fezabilitatea lor nu a fost cu adevarat
demonstrata.

In acest context, studiul de fata si-a propus demonstrarea fezabilitatii

metodei nanoESI chip QTOF MS si optimizarea ei pentru prima datd la analize de
GSL sialilate, cu o aplicatie directa asupra GSL din tumori primare are creierului
uman.
Amestecurile native de GSL sialilate din meningiom si hemangiom au fost dizolvate
in metanol pur si transferate in locasurile robotului NanoMate. Robotul a fost
programat sa aspire 5 microlitri in pipeta conductiva. Ionizarea prin chip
electrospray a fost initiatd la o tensiune de -1,7 kV aplicati la varful pipetei, o
presiune de 0,3 psi si o tensiune de 40 V pe contraelectrodul spectrometrului de
masa. In aceste conditii s-a observat aparitia semnalului de electrospray care a avut
o intensitate constanta. Cu toate acestea, la aceste valori ale tensiunilor aplicate, s-
a observat in spectrul de masa extras din cromatograma curentului total de ioni
numai cdativa ioni dublu si triplu incarcati, corespunzand speciilor majore de
gangliozide GM1, GD1 si GT1 care sunt prezente in orice amestec extras din vreo
regiune a creierului uman in mare abundenta. Pentru a se obtine detectarea
speciilor minore si eventual a biomarkerilor, parametrii de ionizare prin chip
electrospray au fost modificati la valorile de -1.8 kV tensiune aplicatd pe pipeta
conductiva, 0,3 psi, iar potentialul contraelectrodului a fost treptat modificat de la
40 la 100 volti. In figurile 5.2.1. si 5.2.2 sunt prezentate spectrele de masa ale
amestecurilor de gangliozide din meningiom si hemangiom obtinute prin combinarea
in progresie a scanurilor din cromatograma curentului total de ioni achizitionate timp
de 10 minute, in conditiile descrise mai sus.

In experimentele din figura 5.2.1 si figura 5.2.2 sistemul NanoMate a
electropulverizat solutiile cu un debit de aproximativ 100 nl/min astfel incat pentru
generarea spectrului din figura 5.2.1 a fost necesar un consum de numai 3 pmol de
proba. Tot 3 pmol de material au fost necesari si pentru inregistrarea spectrului din
figura 5.2.2 . Din analiza spectrelor prezentate in figura 5.2.1 si figura 5.2.2. rezulta
clar ca, optimizarea conditiilor de chip electrospray QTOF MS: a favorizat formarea
ionilor simplu incarcati, transferati in analizorul MS intacti (fara fragmentare in
sursd), a determinat o ionizare optima a gangliozidelor continand lanturi lungi de
oligozaharide si modificari labile si a oferit posibilitatea de detectare si ionizare a
componentelor minore prezente in amestec. Mai mult, se poate observa ca, prin
aceasta metodologie s-a reusit minimalizarea fragmentarilor in sursa a tuturor
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atasamentelor labile de acid sialic (NeuAc). Acest aspect de reducere semnificativa,
prin chip electrospray, a fragmentarilor gangliozidelor induse in sursa a fost
semnalat de altfel si in discutiile anterioare. El reprezinta un avantaj major in
analiza biomoleculelor in special in cazul amestecurilor continand specii polisialilate
sau structuri complexe modificate prin atasamente periferice labile de tip
carbohidrat precum fucozilare sau necarbohidrat precum acetilare. Aceste unitati
structurale se detaseaza de scheletul molecular foarte rapid astfel incat in cazul in
care fragmentarea in sursa nu este impiedicata spectrul de masa ofera date eronate
intrucat moleculele ce au aceste modificari se detecteaza fie fara aceste modificari
fie cu fragmente ale acestora rupte in sursa de ioni.

Analiza prin chip electrospray QTOF a fost precedatd de o serie ampla de
experimente de optimizare. In cadrul acestor optimizari, experimentele au fost cel
mai mult concentrate asupra gasirii sistemului de solvent pentru obtinerea
electrospray-ului corespunzator si a concentratiei optime a probelor. S-au testat si
in acest caz sisteme de solventi precum metanol 100%, metanol/apa in diferite
rapoarte (1:1; 1:2; 1:3; 1:4), metanol/cloroform/apa in diferite rapoarte precum si
sisteme mai complexe cu adaos de 1- si 2- propanol, acetat de amoniu in pH usor
alcalin titrat cu amoniac in concentratii de 10-20 mM. In cazul ioniz&rii prin chip
electrospray, in cuplaj cu QTOF MS, problema fragmentarii in sursa este mult
diminuata intrucat ionizarea prin chip electrospray are caracteristici diferite fata de
ionizarea clasica prin capilare. Acest fapt se datoreaza distributiei cdmpului electric,
care este foarte concentrat in jurul chip-ului, si care permite astfel o ionizare foarte
eficienta cu o formare de ioni multiplu incarcati, fara a fi nevoie sa se aplice tensiuni
deosebit de finalte pe contraelectrod sau pe pipeta ce pulverizeaza solutia
gangliozidica prin chip. Mecanismul diferit de ionizare efectuat printr-un canal al
chip-ului de numai 10 micrometri impiedica fragmentarile in sursa fiind de
asemenea remarcata si printr-o eficientd deosebitd de ionizare a speciilor minore ce
nu pot fi transferate in faza ionicd gazoasa, in spectrometrul de masa prin
electrospray pe capilar. Sistemele de chip insa au dezavantajul de a nu tolera saruri
si de a nu permite electropulverizarea unor solutii mult prea vascoase, dar care in
cazul capilarelor ar putea fi electropulverizate. Din acest motiv si in acest caz,
spectrele cele mai fidele pentru compozitia probei, care s-au putut obtine prin
electropulverizare pe chip, au fost cele inregistrate in solutie pur metanolica. Acest
aspect a fost avantajos si din perspectiva posibilitdtii de a compara aceste spectre
cu cele obtinute prin electrospray pe capilar cu detectie tot in solutie metanolica.

Un al doilea parametru care a trebuit optimizat a fost concentratia probei de
gangliozida. Experimentele de optimizare au inceput cu concentratii cuprinse intre
10 si 5 pmol/microlitru si nu au condus la obtinerea vreunui semnal, intrucat
concentratia, asa cum s-a dovedit ulterior, a fost mult prea ridicatd pentru ionizarea
ultrasensibila prin chip electrospray. Din acest motiv au fost intreprinse o serie de
experimente de ionizare prin chip electrospray utilizand solutii diluate treptat in metanol
pana la concentratiile de 5 si sub 5 pmol/microlitru. Abia la aceste valori extrem de
scazute ale concentratiei, care dovedesc sensibilitatea ultra inaltd a metodei, s-a putut
obtine un semnal de electrospray, care insa a trebuit optimizat din perspectiva
parametrilor instrumentali cum ar fi: potentialul de electropulverizare aplicat pe varful
electropulverizator prin chip, presiunea gazului de sustinerea sprayului, potentialul
contraelectrodului spectrometrului de masd, presiunea gazului de desolvatare,
temperatura de desolvatare, numarul de cicluri scan de inregistrari pe secunda, timpul
de achizitionare a semnalului, procesarea prin netezire/smooth, procesarea prin
extragerea semnalului principal si neglijarea zgomotului: subtract, calibrarea
spectrometrului de masa, minimizarea abaterii/devierii de masa.
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Spectrul extrasului de gangliozide din meningion, obtinut in conditiile cele mai

optim realizate, este prezentat in figura 5.2.1. Rezultatele finregistrate prin chip
electrospray s-au dovedit a fi remarcabile din perspectiva numarului de specii ce au
putut fi detectate, a preciziei in determinarea masei, a calitatii spectrului si a posibilitatii
de a identifica toate speciile prezente in amestec. Astfel, ionizarea prin chip electrospray
a permis identificarea numai prin screening a unui numar de 28 de specii gangliozidice
care difera prin constitutia partii oligozaharidice si compozitia unitatii ceramidice 10
specii diferite de GM3 au fost identificate, cele mai abundente fiind si in acest caz cele 3
structuri GM3 (d18:1/16:0), GM3 (d18:1/22:0), GM3 (d18:1/24:0).
Un fapt deosebit de interesant il reprezintda prezenta structurilor GM1, care se
observa in spectrul prin chip electrospray. Analiza atenta a figurii 5.2.1 denota
identificarea a nu mai putin de 12 componente GM1. Se remarcd structura
abundenta de tip GM1 cu baza sfingoida dihidroxilata si structura globala ceramidica
de compozitie (d 18:1/24:1) detectata la m/z 1626.95 acompaniatd de structura,
fara dubla legatura, de la 1268.95 deplasata deci, prin absenta dublei legaturi cu 2
unitati fata de structura de compozitie ceramidica identica si lantul oligozaharidic

meningiorm? 239 (5.677)Sm (Mn, 1x1.00); Crn (228:247) TOF MS ES-
100.“4 GM3 —» 1267 81, 126382 +GM3 GM1 1626 95 1628 85 GM1 18123
(d18:1124:1) (e18:1/24:0) (d18:1/24:1) {d18:1124:0)
GM2
(d18:1/22:0) 1 5 : 5 .
(d18:1116:0) 12350 GD3 GM1 GD3 GM1 GM1
115170 (d18:1122:0)  (18:1/16:0) GM1 | [d18:1i24:0) (d18:1721:0] (t18:1R20:0)
1526 80 1532.81 (d18:1122:0)|  1554.93 158681  1588.90
g 160082
GM3
{d18:1 GM2 GM1 7
123:0) (d18:1124:1)  (d18:1M8:0) _ GMI
1249 51 \ 1544.93 {d18:1123:0)
: 1614.94
% GM3
4194 GM2
GM3 (t18:1r24:1) (@201/241)  GM1 M1 601
(d18:1M18:0)) GM3 149280  (dsree| |d18:1125:0) (d18:1124:1)
17973 (d18:1 oMa
112200?% (t18:1124:0) oM GM1 GD1
: 13:1124:0 d18:1122:0
(t13(-51hiq136-0) / {¢18:1/16:0) ( b )
e 15°6.82
1167.70 \ l BM2 558 v GD1
(d18:1122:0) 164297y (d18:1120:0) y 137804
¥] 1217727 143838 1572.80
* r < 1644 96 186201
m 1278.75 1464 7 185399

T o g

PRI I NI BLILEL SR LI I LA L LI I AL
1200 1300 1400 150 180 1700 1830
AR
12

d, haza sfingoida dihidroxi; ¢, baza sfingoida trihidroxi® 2 3 4 % ¢ 7

Fig.5.2.1. Analiza compozitiei gangliozidelor din meningiom benign uman prin
nanoESI chip QTOF MS. Solvent: MeOH 100%; timp acumulare semnal: 10 min (la 2.1
scan/s); potential chip 0 V (chip conectat la pamant); potentialul conului (contraelectrod) 50
V. temperatura desolvatare: 80 °C; gaz desolvatare azot la presiune 15 p.s.i; precizie medie in
determinarea masei: 10 p.p.m; calibrare: Nal

BUPT



5.2 - Studiu de fezabilitate a metodei nanoESI chip QTOF MS 69

monosialilat identic de la 1626.95. Aceste doua specii sunt impreuna cu biomarkerii
GM3 de 18:1/24:1 si aferentul fara dubla legaturd (d 18:1/24:0) cei mai abundenti
in acest amestec. Cum insa aceste structuri GM1, cu baza dihidroxilata, nu au fost
depistati ca prezenti in spectrul din creierul normal nici macar la nivel de ,urma”,
pot fi considerate, tot o caracteristica a tumorii de meningiom.

Urmatoarea categorie gangliozidica vizibila, o reprezintd structura GD3. Se
poate observa existenta a doua peak-uri foarte putin intense, dar totusi bine
detectabile, aferente structurilor GD3. Aceste date sunt intr-o concordanta perfecta
cu informatia HPLC si aratd o datd in plus superioritatea ionizarii prin chip
electrospray si potentialul acestei metode, de a detecta componenti extrem de slab
exprimati in amestecuri complexe, dominat de structuri abundente. Cele doud
structuri GD3 identificate prezinta ambele o baza sfingoida dihidroxilatéa si au
constitutiile ceramidice (18:1/22:0) si respectiv (18:1/24:0). Aceste doua specii au
fost detectate prin ionii putin abundenti, simplu incarcati de la m/z 1526.80 (peak-ul
11n figura 5.2.1) si respectiv 1544.93 (peak-ul 4 in figura 5.2.1).

Datele de chip electrospray QTOF demonstreaza insa, fara indoiala, si
existenta speciilor de tip GD1 in tesutul tumoral. Trei specii diferite de tip GD1 au
fost identificate prin analiza de mare sensibilitate chip electrospray QTOF MS. Cea
mai abundenta specie GD1 a fost identificata prin intermediul ionului simplu Tncarcat
de la 1918.04 si atribuitd compozitiei ceramidice (d18:1/24:1), cu dubla legatur3,
fara ca specia conexa fara dubla legatura sa fie si ea prezenta. Celelalte doud specii
cu lanturi ceramidice mai scurte si anume (d18:1/20:0) si respectiv (d18:1/22:0) au
fost identificate ca ioni foarte putin abundenti la masele m/z 1863.99 si respectiv
1892.01. Prin urmare, trei specii diferite de structura GD1 existd intr-adevar in
meningiomul uman benign si sunt fara indoiala corelati cu tumoarea.

In scopul testarii in continuare a fezabilitatii cuplajului s-a intreprins analiza
structurilor gangliozidice din hemangiomul uman (adult). Acest stagiu al investigarii
a urmarit testarea posibilitdtii de realizare a unui screening al amestecului complex
gangliozidie din hemangiom si a determinarii a compozitiei bazata pe masurarea cu
mare exactitate a maselor moleculare ale speciilor detectate. Asa cum s-a descris
anterior, de cea mai mare importanta intr-o asemenea analizd o reprezinta
optimizarea conditiilor chipESI MS in vederea detectdrii a cat mai multor specii
prezente in amestec si a obtine prin spectrul de masa o imagine cat mai fidela a
compozitiei amestecului gangliozidic.
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Fig. 5.2.2. Analiza gangliozidelor izolate din hemangiom uman (adult) prin nanoESI chip QTOF
MS. Solvent: MeOH 100%; tensiune contraelectrod (sampling cone) 30 V; potential chip 0 V
(chip conectat la pamant); timp acumulare semnal: 10 min (la 2.1 scan/s); temperatura
desolvatare: 80 °C; gaz desolvatare azot la presiune 15 p.s.i; precizie medie in determinarea
masei: 10 p.p.m; calibrare: Nal. a): domeniul de masa 1200-1550; b) domeniul de mase
1550-2200.

Procedura de optimizare a constat si in acest caz in testarea multor sisteme de
solventi pentru electrospray si inregistrarea de spectre la diferite valori ale
parametrilor sursei de electrospray si in diferite conditii de masura ale analizorului si
detectorului. S-au testat sisteme de solventi precum metanol pur, metanol/apa in
diferite rapoarte, metanol/cloroform/apa in diferite rapoarte precum si sisteme mai
complexe implicand adaos de 1- si 2 propanol sau acetat de amoniu in pH usor
alcalin titrat cu amoniac in concentratii de 10-20 mM si in acest caz, ca si in cazul
gangliozidelor din meningiom s-a observat ca cele mai bune rezultate au fost
obtinute prin dizolvarea probei in MeOH 100%.
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Fig.5.2.2. Analiza compozitiei gangliozidelor din hemangiom uman (adult) prin NanoESI chip
QTOF MS.

Folosirea aceluiasi sistem de solvent este deosebit de utila si pentru a putea realiza
la finalul proiectului a unei riguroase comparatii intre expresiile gangliozidelor
obtinute prin MS in aceleasi conditii de analiza (solvent, aparatura, parametri
inregistrare spectre). Solutiile metanolice au permis lucrul in conditii de ionizare la
tensiuni mai mici ceea ce a impiedicat fragmentarea gruparilor labile si detectarea
ionilor pseudomoleculari intacti. Toate determinarile prin chip nanoESI QTOF MS au
fost si in acest caz efectuate la concentratia de 5 pmol/microlitru (calculat pentru o
masa moleculara medie de 1500).

In Tabelul 5.2.3 este prezentatda desemnarea ionilor detectati prin nanoESI chip
QTOF MS.

Tabel 5.2.3. Gangliozidele detectate in tesutul de hemangiom prin analiza
chipESI-QTOF MS

m/z ionul molecular Structura identificata
1150.718 GM3 (d18:1/16:0)
1179.745 GM3 (d18:1/18:0)
1181.753 GM3 (d18:0/18:0)
1207.778 GM3 (d18:1/20:0)
1235.811 GM3 (d18:1/22:0)
1237.811 GM3 (d18:0/22:0)
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1249.786 O-Ac-GM3 (d18:1/20:0) (or GM3
(18:1/23:0))
1259.790 GM3 (d18:1/24:2)
1261.819 GM3 (d18:1/24:1)
1263.834 GM3 (d18:1/24:0)
1265.845 GM3 (d18:0/24:0)
1382.815 GM2 (d18:1/18:0)
1384.818 GM2 (d18:0/18:0)
1410.851 GM2 (d18:1/20:0)
1438.861 GM2 (d18:1/22:0)
1442.788 GD3 (d18:1/16:0)
1444.806 GD3 (d18:0/16:0)
1468.799 GD3 (d18:1/18:1)
1470.827 GD3 (d18:1/18:0)
1472.839 GD3 (d18:0/18:0)
1498.855 GD3 (d18:1/20:0)
1512.855 O-Ac-GD3 (d18:1/18:0)
1516.823 GM1 (d18:1/16:0)
1526.884 GD3 (d18:1/22:0)
1540.890 O-Ac-GD3 (d18:1/20:0)
1544.886 GM1 (d18:1/18:0)
1552.898 GD3 (d18:1/24:1)
1554.918 GD3 (d18:1/24:0)
1556.927 GD3 (d18:0/24:0)
1568.906 GM1, nLM1 gi/sau LM1 (d18:1/20:2)
1570.892 GM1, nLM1 si/saulLM1 (d18:1/20:1)
1572.912 GM1, nLM1 si/sau LM1 (d18:1/20:0)
1600.927 GM1, nLM1 gi/sau LM1 (d18:1/22:0)
1626.978 GM1, nLM1 si/saulLM1 (d18:1/24:1)
1628.969 GM1 si/sau nLM1 (d18:1/24:0)
1673.894 GD2 (d18:1/18:0)
1729.965 GD2 (d18:1/22:0)
1755.971 GD2 (d18:1/24:1)
1757.977 GD2 (d18:1/24:0)
1835.940 GD1, nLD1 si/sau LD1 (d18:1/18:0)
1847.425 GT3 (d18:0/24:0)
1881.244 Hex-HexNAc-nLM1 (d18:1/16:0)
1885.273 O-Ac-GT3 (18:1/24:1)
1887.223 O-Ac-GT3 (18:1/24:0)
1891.352 GD1, nLD1 si/sau LD1 (d18:1/22:0)
1918.002 GD1, nLD1 si/sau LD1 (d18:1/24:1)
2125.971 GT1 (d18:1/18:1)
2127.563 GT1 (d18:1/18:0)
2154.563 GT1 (d18:1/24:1)
2210.99 GT1 (d18:1/24:0)

d- baza sfingoida dihidroxilata;

Din analiza spectrelor din figura 5.2.2. si a tabelului 5.2.3 se poate observa cd, a
putut fi identificat un numar de 50 de structuri gangliozidice diferite in hemangiomul
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uman (adult). Aceste structuri diferda prin constitutia partii ceramidice si/sau prin
compozitia lantului zaharidic atasat si in cazul acestei tumori, speciile dominante
sunt cele cu lant zaharidic scurt, de tip GM3 ceea ce arata clar diferenta exprimarii
acestor molecule in hemangiom fata de tesutul de creier normal. Nu mai putin de 13
structuri diferite de tip GM3 exista in hemangiomul uman, din care una este O-
acetilata. Remarcabil este de asemenea si numarul mare de specii di-sialilate de tip
GD3 (11 structuri diferite) si prezenta a doua specii GD3 acetilate. Se poate observa
si In acest caz, exprimarea redusa a speciilor polisialilate (de tip GT) cat si prezenta
catorva specii polisialilate, cu grad de sialilare 3, de tip GT (de redusa intensitate)
care sunt acetilate. Exprimarea redusa a polisialilatelor pare a fi un marker general
al tesuturilor tumorale intrucat aceasta caracteristica (lanturi zaharidice scurte, cu
grad de sialilare scazut) a fost remarcat prin chip MS si in cazul anterior, in conditii
identice de solvent, concentratie, electrospray si achizitie de semnal. Datele de
chipMS arata clar ca speciile de GM3 sunt biomarkeri asociati hemangiomului.
Structurile scurte, monosialilate sunt cunoscute drept gangliozide asociate creierului
fetal reglate de antigene in timpul dezvoltarii. In perioada de maturizare a creierului
ele dispar treptat, devenind doar componente minore a compozitiei gangliozidelor
din creierul uman adult normal. Prezenta lor intr-o asemenea abundenta in tesutul
din hemangiom, in dauna componentelor caracteristice tesutului normal (GM1) este
in corelatie directd cu procesul de diferentiere prezent in celulele tumorale fata de
celule normale netransformate.

5.2.2. Analiza glicopeptidelor

Etapa urmatoare a cercetdrii a vizat aplicarea, testarea si optimizarea
cuplajului NanoMate QTOF MS pe o alta categorie de compusi glicoconjugati si
anume un amestec foarte complex de peptide O-glicozilate (O-glicopeptide) obtinute
din urina unor pacienti suferind de o deficienta enzimaticd ereditara de N-
acetilhexozaminidaza [21, 22, 76, 102-104]. Aceasta deficienta a fost descoperita si
diagnosticatd ca atare de catre Dr. Detlev Schindler de la Institutul de Genetica
Umana a Universitatii din Wirzburg, Germania. Primii pacienti diagnosticati cu boala
lui Schindler au fost doi copii, frati, in varsta de 4 si respectiv 5 ani. Deficienta in
activitatea enzimei N-acetilhexozaminidaza (activitate enzimatica reziduald de sub
5%) induce o acumulare de aminoacizi si respectiv peptide glicozilate, sialilate cu
efecte devastatoare asupra organismului [102-104]. Numarul deosebit de mare al
componentelor de glicopeptide acumulate face imposibila detectarea lor in totalitate,
in absenta unei metode extrem de sensibile si eficiente de analiza MS, in scopul
identificarii. Determinarea componentelor eliminate prin urind, ca si produsi
catabolici de excretie, este de o maximda importantd pentru intelegerea
mecanismului enzimatic deficitar si mai ales pentru stabilirea unui tratament
eficient. Anterior studiului ce va fi prezentat in aceasta lucrare, au fost elaborate si
publicate o serie de metodologii bazate pe diferite tehnici de spectrometrie de masa
in vederea identificarii componentelor de O-glicopeptide prezente in urina
pacientilor. Astfel, amestecul complex extras din urina pacientului a fost anterior
succesiv analizat prin electroforeza capilara (CE, capillary electrophoresis) in cuplaj
direct (on line) sau indirect (off line) cu spectrometrul de masa de tip QTOF cu
ionizare prin ESI [21,22]. Aceasta tehnica combinatd s-a dovedit cea mai eficienta,
intrucat a permis separarea componentelor din amestec si detectarea lor dupa
separare prin ESI MS. Tot in cadrul acestor studii, structurile au putut fi analizate in
detaliu prin fragmentare in tehnica disocierilor induse prin ciocnire, CID. Cu toate ca
rezultatele au fost remarcabile atat in ceea ce priveste numarul componentelor noi
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ce au putut fi identificate, cat si in ceea ce priveste acuratetea informatiilor
structurale obtinute prin CID, metoda CE MS a prezentat si o serie de dezavantaje
precum sunt:

i) necesitatea realizarii unei interfete de cuplaj intre CE si MS;

i) necesitatea elaborarii si aplicarii unui protocol deosebit de laborios
de separare si detectare on line a amestecului;

iii) timp de analiza (separare prin capilarul CE si detectie MS) de ordinul
zecilor de minute;

iv) consum mare de probg;

V) reproductibilitate limitata a experimentelor;

vi) costuri ridicate pentru manufacturarea interfetei, intretinerea ei si

mentenanta celor doua aparate in cuplaj.

Avand in vedere aceste neajunsuri ale metodei, in 2004 o fractiune din
amestecul complex de glicopeptide, separata prin cromatografie pe gel permeabil a
fost pentru prima data supusa analizei prin NanoMate MS [65]. Datele obtinute
precum si consumul mic de proba si timpul redus de analizd au fost extrem de
promitatoare si au aratat ca prin NanoMate MS se pot identifica si componentele
minore din amestecuri complexe, fara a fi nevoie de tehnici de separare cuplate cu
MS. Din acest motiv, pentru a extinde cercetarile raportate anterior, in aceasta
etapa a cercetarii amestecul de glicopeptide extras si purificat din urina unui pacient
suferind de boala lui Schindler a fost supus analizei prin intermediul cuplajului
NanoMate QTOF, realizat aga cum s-a descris in paragrafele anterioare.

In acest scop, un esantion de proba sub forma de pulbere liofilizata a fost
dizolvat, succesiv, pana la o concentratie de 3 pmol/uL in urmatoarele sisteme de
solventi: H,0, H,O/MeOH 50/50 v/v, H,O/MeOH 80/20 v/v, H,0/MeOH 20/80 v/v,
H,O/EtOH 50/50 v/v pentru analiza in modul de detectie a ionilor negativi si
respectiv H,O, H,O/HCOOH 50/50 v/v pentru analiza in modul de detectie a ionilor
pozitivi.
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Figura 5.2.4 Analiza prin NanoMate QTOF MS a compozitiei glicopeptidelor sialilate extrase din
urina unui pacient suferind de boala Iui Schindler. Solvent: MeOH 100%; timp acumulare
semnal: 5 min (la 2.1 scan/s); potential chip 0 V (chip conectat la pamant); tensiune
contraelectrod 30 V. Temperatura desolvatare: 80 °C; gaz desolvatare azot la presiune 15
p.s.i; precizie medie in determinarea masei: 10 p.p.m; calibrare: Nal.

Dupa dizolvarea in solventul corespunzator, proba a fost omogenizata cu ajutorul
unui Vortex, cateva minute, si apoi supusa centrifugarii (5000 rps) timp de 60 min.
Dupa centrifugare, supernatantul colectat a fost depus fin orificiul placii de
microtitrare a robotului NanoMate si injectatd prin ESI, folosind modul ionilor
negativi, in QTOF MS. Spectrul de masa obtinut in conditii optimizate, prin
achizitionarea semnalului timp de 5 min. Este prezentat in fig. 5.2.4, iar speciile
identificate din acest spectru sunt inregistrate in tabelul 5.2.5.
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Tabelul 5.2.5 Desemnarea ionilor detectati prin NanoMate QTOF MS in amestecul de
licopeptide si aminoacizi sialilati din urina pacientului suferind de boala lui Schindler

g

m/z pentru

m/z pentru

Structura identificata

ionul [M-2H]?> | ionul [M-H]
nedetectat 290.31 NeuAc-H.0
nedetectat 308.29 NeuAc
435.18 871.21 NeuAcGalGalNAc-Thr-Pro
nedetectat 468.45 GalGalNAc-Ser
nedetectat 469.96 NeuAcGal
481.48 964.22 NeuAc;GalGalNAc
nedetectat 483.01 GalGalNAc-Thr
525.08 1051.32 NeuAc,GalGalNAc-Ser
532.09 1065.35 NeuAc,GalGalNAc-Thr
563.11 1128.77 NeuAcGal,GIcNAcGalNAc-Ser
571.24 1144.39 NeuAcGal,GlcNAcGalNAc-Thr
580.71 1162.57 NeuAc,GalGalNAc-Thr-Pro
633.45 nedetectat NeuAc,GalGlcNAcGalNAc-Thr
642.32 nedetectat FucNeuAcGal,GlcNAcGalNAc-Ser
671.44 nedetectat NeuAc:;GalGalNAc-Ser
677.94 nedetectat NeuAcsGalGalNAc-Thr
708.33 nedetectat NeuAc;Gal.GIcNAcGalNAc-Ser
715.41 nedetectat NeuAc;Gal.GIlcNAcGalNAc-Thr
nedetectat 760.62 NeuAcGalGalNAc-Ser
nedetectat 774.67 NeuAcGalGalNAc-Thr
nedetectat 835.54 NeuAcGal,GalNAc
852.67 nedetectat NeuAc:Gal.GalNAcGalNAc-Thr
873.51 nedetectat NeuAc;Gal;GIcNAc,GalNAc-Ser-H,0
890.48 nedetectat NeuAc,GalsGIcNAc.GalNAc-Ser
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Din analiza spectrului si a tabelului 5.2.5 se poate constata ca, prin NanoMate QTOF
MS, desi nu a fost implicata o tehnica de separare cuplata direct cu spectrometrul s-
au putut ioniza, detecta si identifica un numar de 23 de glicoforme in amestecul
investigat. Spectrul prezintd atét ioni dublu deprotonati cat si monodeprotonati,
unele structuri fiind prezente in spectru prin ambele tipuri de ioni.

NeuAc-Gal-GlcNAc-Gal-GIlcNAc
[M-2H]? \

GalNAc-Ser
m/fz =890.48

NeuAc -Gal

Figura 5.2.6. Structura moleculara a ionului dublu deprotonat detectat la m/z 890.48 in
spectrul din fig. 5.2.4.

Prezenta ionilor dublu deprotonati, in special a celor corespunzatori lanturilor lungi
de zaharide, indicd o ionizare foarte eficienta prin chip ESI, in solventul si la
parametrii setati pe cele doua instrumente.

Aceste masuratori de screening au relevat ca in amestecul biologic sunt prezente O-
glicopeptide, cu lant peptidic scurt (Ser, Thr si Thr-Pro), dar si un lant de
carbohidrati de dimensiune variabild. S-au identificat, glicopeptide continand lanturi
de la 2 unitati de zaharide (dizaharide precum GalGalNAc), pana la 8 unitati de
monozaharide (ionul de la 890.48 a carui structura este prezentata in fig. 5.2.6). Se
mai poate remarca si identificarea unei structuri fucozilate, si anume hexazaharida
de compozitie FucNeuAcGal,GIcNAcGalNAc-Ser, precum si existenta unei diversitati
a statutului de sialilare. Astfel, cu privire la acest din urma aspect, se poate
constata ca in general glicopeptidele, din urina pacientului, sunt polisialilate intrucat,
doar 8 specii sunt monosialilate in timp ce 12 specii sunt di- si trisialilate.

Spre deosebire de analizele raportate anterior prin CE MS, prezenta metodologie
NanoMate QTOF a permis obtinerea acestor informatii compozitionale si structurale,
printr-un experiment de numai 5 minute. Avand in vedere debitul de 100 nL/min
livrat de chipul NanoMate, pentru o concentratie de 3 pmol/uL infuzatd 5 min,
rezulta un consum de probd de numai 1.5 pmol pentru obtinerea spectrului din
fig.5.2.4. Aceastd sensibilitate a analizei este de cateva zeci de ori mai mare decét
in cazul experimentelor de CE MS raportate anterior si efectuate cu un amestec
similar de glicopeptide. Cat priveste reproductibilitatea experimentelor, spre
deosebire atat de cuplajul CE MS cat si de infuzia prin nanocapilare, aceasta a fost
de 100% Iin cazul experimentelor din aceeasi zi si de 98% pentru experimentele
efectuate de la o zi la alta. Toate aceste rezultate, obtinut pe un amestec
biologic concret si deosebit de complex dovedesc superioritatea din toate
punctele de vedere a sistemului NanoMate MS pentru analiza
glicopeptidelor.

5.2.3. Analiza polizaharidelor functionalizate

Carbohidratii reprezinta o anumitd clasa de biopolimeri cu grad ridicat de
complexitate structurald. Acestia sunt compusii carbonilici polihidroxilici (aldehide si
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cetone ), clasificati in functie de numarul de molecule monozaharidice, de care este
legat numarul de unitati monomere unite prin legaturi glicozidice ca: monozaharide,
oligozaharide (se formeaza din doua sau mai multe monozaharide, n monozaharide,
prin eliminarea a n-1 molecule de apd) si polizaharide (polimeri in care n, numarul
de monozaharide este foarte mare si relativ nedeterminat). Carbohidratii sunt
prezenti, ca oligozaharide sau glicoconjugati, caz in care lantul oligozaharidic este
legat covalent la un aglicon. Cazul cel mai frecvent intalnit fiind legarea la un alt
biopolimer: o proteina si/sau o lipida [105]. In forma naturald, carbohidratii sunt
omniprezenti pe suprafetele membranelor celulare sau pe regiunile expuse de
macromolecule si, ca urmare, sunt ideali pentru depozitarea unor semnale in forma
biologica prin care sunt identificate alte sisteme biologice [106-107]. Polizaharidele
sub forma de homopolimeri si heteropolimeri au un numar mare de unitati de
monozaharida unite prin legaturi glicozidice. Diferite polizaharide naturale, permit
modificarea chimica sau pot fi folosite ca blocuri pentru sinteza de materiale hibride
[108]. In ultimul deceniu, modificarea chimica de suprafata, utilizand matrici
nepolare polimere cu carbohidrati hidrofilici, a fost dezvoltata in sensul de a obtine
copolimeri bloc cu proprietati amfifilice, care permit reactii biochimice sau reactii
biologice la suprafata polimerului. Blocurile de copolimeri sunt o categorie speciala
de polimeri, care apartin unei familii de materiale, cunoscute si sub numele de
materiale moi. Ele pot fi considerate ca fiind formate din doud sau mai multe blocuri
chimic omogene de polimer, unite prin legaturi covalente. Aceste tipuri de
copolimeri pot fi sintetizate in mai multe moduri [109], cu toate acestea, una dintre
cele mai cunoscute metode se bazeaza pe proprietatea de cuplare a unui bloc
hidrofob functionalizat la o jumatate de hidrofil. Aceasta procedura poate fi aplicata
cu succes pentru modificarea polizaharidelor la sfarsitul capatului reducdtor, asa
cum a fost descris anterior [110].

In studiul de fatd, un amestec de maltodextrina (polimer ce prezintda o

distributie de mase moleculare) de greutate moleculara medie 3000 a fost cuplata la
1,6-hexametilendiamina (HMD). Legarea elementului diamina la lantul polizaharidic
a fost realizata printr-o reactie de aminare reductiva. Produsele de cuplare au fost
caracterizate prin sistemul de spectometrie de masa de tip QTOF MS in cuplaj direct
cu robotul NanoMate realizat asa cum este descris mai sus.
Scopul acestui studiu a fost acela de a optimiza cuplajul NanoMate-QTOF pentru
screeningul si fragmentarea polizaharidelor functionalizate. Prin reactia de aminare
reductiva s-a creat o noud legatura C-N intr-un carbohidrat, care exista in solutie,
fie intr-un hemiacetal ciclic sau sub forma de lant-deschis de aldehide si un reziduu
diamina (Fig. 5.2.7).
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Figura 5.2.7. Spectrul NanoMate QTOF MS al amestecului modificat de maltodextringd, in modul
ionilor pozitivi. a) m / z (500 - 1800); b) m / z (525-975); ¢) m / z (1000-1750); d) m / z
(1725-2300). Tensiunea capilar: 1.2 kV. Tensiune contraelectrod (sampling cone): 30 - 60 V.
Achizitie: 850 scanari. Y -serie GI,GHD; e - pentru produsele care rezulta dintr-o reactie din
partea Glc,GHD N-formilare

U750 1e00 1950 0 1900 0 1650 2000 0 2050 0 200 2180 0 2200 0 22500 200

Pentru a confirma formarea legaturii de HMD-maltodextrina si pentru a identifica
produsii de cuplare probele au fost analizate prin cuplajul NanoMate-QTOF MS .
Astfel 10 pl de solutie de proba, dizolvata in MeOH/H,O/HCOOH au fost injectate
prin  nanoESI MS. Pentru a genera o ionizare optima a fiecdrui component din
amestec, tensiunea pe electrospray a fost stabilita la 1,2 kV, in timp ce potentialul
conului a variat in intervalul 30 - 60 V.
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Semnalul a fost achizitionat aproximativ 30 de minute, in acest interval fiind
acumulate cca. 850 de scanari. Acest lucru este echivalent cu aproximativ 26.66
pmoli de material, folosit intr-un singur experiment de screening MS.
In figura 5.2.7. a) este prezentat spectrul obtinut in cele 850 de scanari, folosind o
tensiune variabila a conului. Pentru a asigura vizibilitatea tuturor componentelor
detectate, figurile 5.2.7. de la b la d prezintd zonele din cadrul seriilor m /z de la:
525-975 (Fig. 5.2.7.b); 1000 - 1750 (fig. 5.2.7.c); 1725 - 2300 (fig. 5.2.7. d).
Identificarea componentelor importante detectate prin screening-ul MS cu nanoESI
QTOF este prezentata in tabelul 5.2.8.

Tabel 5.2.8. Desemnarea ionilor detectati prin NanoMate-QTOF MS in proba de maltodextrina
functionalizata cu HMD

Nr. m/z Starea de Structura Nr. m/z Starea de Structura
peak incarcare propusa peak incarcare propusa

1 |534.37 +1 Gl;(2Na) 52 1182.78 +1 Gl,(2Na)

2 550.41 +1 GI,GHD -3H,0 53 1195.28 +2 Gl;3 GHD

3 |560.42 +2 GIsGHD(CHO) 54 1198.78 +2 Gl15-2H,0

4 |574.43 +2 GIsGHD(CHO), 55 1208.78 +2 Gl;3 GHD(CHO)
5 |605.50 +1 Gl GHD 56 1217.63 +2 Gly GHD(2Na)
6 |627.44 +2 Gls GHD 57 1222.81 +2 Gl;3GHD(CHO),
7 |631.49 +2 Glg-2H,0 58 1253.78 +1 Gls GHD

8 |633.50 +1 Gl GHD(CHO) 59 1276.34 +2 Gly4 GHD

9 |641.46 +2 Gls GHD (CHO) 60 1279.83 +2 Gl16-2H,0

10 (650.01 +2 Gls GHD(2Na) 61 1281.89 +1 Gls GHD(CHO)
11 (655.46 +2 GlsGHD( CHO), 62 1290.33 +2 Gl GHD(CHO)
12 (696.51 +1 Gls(2Na) 63 1297.82 +1 Gls

13 (708.49 +2 Gl; GHD 64 1302.79 +2 Gl;4,GHD(CHO),
14 (712.50 +2 Gly,-2H,0 65 1344.86 +1 Glg(2Na)

15 (722.52 +2 Gl; GHD(CHO) 66 1357.88 +2 Gl;s GHD

16 (730.04 2+ Gl; GHD(2Na) 67 1360.92 +2 Gl;7-2H,0

17 (736.51 +2 GI;GHD( CHO), 68 1370.92 +2 Gl;s GHD(CHO)
18 (767.58 +1 Gl; GHD 69 1384.94 +2 Gl;sGHD(CHO),
19 |789.55 +2 Glg GHD 70 1415.41 +1 Gl; GHD

20 |793.06 +2 GIl10-2H20 71 1438.43 +2 Gl;6 GHD

21 |795.61 +1 GI;HMD(CHO) 72 1441.37 +2 Gl;5-2H,0

22 |803.56 +2 Glg GHD(CHO) 73 1443.97 +1 Gl; GHD(CHO)
23 |812.09 +2 Gl,GHD(2Na) 74 1451.93 +2 Gl;6 GHD(CHO)
24 |817.56 +2 GlsGHD(CHO), 75 1459.84 +1 Gly

25 (858.61 +1 Gls(2Na) 76 1465.87 +2 Gl;6GHD(CHO),
26 (870.62 +2 Gly GHD 77 1506.96 +1 Gls(2Na)

27 |874.61 +2 Gl;;-2H,0 78 1519.00 +2 Gl;; GHD

28 |884.63 +2 Gly GHD(CHO) 79 1533.01 +2 Gl;; GHD(CHO)
29 |892.59 +2 Gl; GHD(2Na) 80 1600.58 +2 Gl;s GHD

30 |898.61 +2 GloGHD(CHO), 81 1605.34 +1 Gls GHD(CHO)
31 |912.24 +3 Gl;s GHD(Na) 82 1614.02 +2 Gl;s GHD(CHO)
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32 |929.71 +1 Gls GHD 83 1622.02 +1 Glio
33 |951.65 +2 Gl;0HMD 84 1669.99 +1 Glio(2Na)
34 (955.68 +2 Gl;>-2H,0 85 1684.78 +2 Gl2:-2H,0
35 |957.72 +1 Gls GHD(CHO) 86 1695.23 +2 Gl GHD(CHO)
36 |965.67 +2 Gl;o GHD(CHO) 87 1739.11 +1 Gl GHD
37 |973.62 +2 Gls GHD(2Na) 88 1762.83 +2 Gl GHD
38 (979.69 +2 Gl;0GHD(CHO). 89 1767.98 +1 Gly GHD(CHO)
39 |1020.7 +1 Gls(2Na) 90 1775.50 +2 Gl2o GHD(CHO)
o
40 |1032.6 +2 Gl;; GHD 91 1783.94 +1 Gl
9
41 (1036.7 +2 Gl;3-2H,0 92 1830.00 +1 Gli1(2Na)
0
42 (1046.7 +2 Gl;; GHD(CHO) 93 1843.96 +2 Gl; GHD
2
43 (1054.2 +2 Gl, GHD(2Na) 94  1846.19 +1 Glio GHD -
0 3H;0
44 (1060.7 +2 Gl;;GHD(CHO). 95 1857.12 +2 Gl2; GHD(CHO)
0
45 (1091.7 +1 Gls GHD 96 1929.19 +1 Gl;0 GHD(CHO)
8
46 (1114.7 +2 Gl;> GHD 97 1937.78 +2 Gl GHD(CHO)
6
47 (1117.2 +2 Gl14-2H,0 98 1946.13 +1 Gl;>
3
48 (1119.7 +1 Gls GHD(CHO) 99 2004.16 +2 Gl; GHD
9
49 (1127.7 +2 Gl;> GHD(CHO) 100 2085.01 +2 Gl>4 GHD
6
50 |1135.7 +1 Gl 101 2108.17 +2 Glcae
1
51 |1141.7 +2 Gl;,GHD(CHO). 102 2269.96 +2 Gl GHD(2Na)
5

Figura 5.2.7. a-d) arata ca, spectrul este dominat de ioni care fac parte din seria
majora de maltodextrina modificatéd (GI,GHD). Toti ioni desemnati n figur3,
fmpreuna cu valorile lor aferente, m/z, astfel atribuite structurii lor, apar ca fiind ioni
ai moleculelor de GI,GHD, dublu incarcati. Spectrul indicd o dispersie de masa3,
centrata in intervalul masei moleculare 1580 - 3680, care indicd si un grad de
polimerizare (DP) de la 2 la 26. In cadrul acestei serii de m / z , apare un shift de 81
echivalent cu o jumatate din masa unitatii de glucoza care se repetd. Interesant, si
la fel de vizibild si in figura 5.2.7., seria majora GI,GHD (marcat de V¥) este insotita
de trei grupuri de ioni suplimentari, toti conectati la seria majora si care acopera
aceleasi valori m/z ca si gama de GI,GHD. Primele doua grupuri formeaza o
Lreteaua” de ioni dublu incarcati distantati fie prin m/z 14 (28 Da) sau 28 (56 Da),
care pot fi atribuiti la compusii care rezulta dintr-o reactie secundara de N-formilare
a unui produs Glc,GHD cu dimetilformamida (DMF ) in timpul sintezei (reactie
secundard, Fig. 5.2.9).

Cel mai probabil, acest proces apare prin adaugarea unui grup formil la secventa de
amino-terminal, care induce cresterea masei efective din 28 Da (14 m/z maodificat,
marcat de e in Fig 5.2.7. b-d). Compozitia moleculara care provine din masurarea
masei exacte este in concordanta cu compozitia teoretica a produselor secundare de

BUPT



5.2 - Studiu de fezabilitate a metodei nanoESI chip QTOF MS 83

N-formil. A treia serie consta in cativa ioni, simpli incarcati, de mica intensitate ce
corespund derivatului di- N-formil ( figura. 5.2.7., tabelul 5.2.8).

Reactii secundare Pz, OH o4
0'Ho NH N
N OH (CHp) CHO
PZ\ ot OH Y
O Ho N NFe 4 v — G1.GHD(CHO)
OH (CH2)e
Pz Mo cHo
0 Ho N\ /NQ
OH (CHz)g CHO
- J
Y
G1,.GHD(CHO),

Fig. 5.2.9. Reactii secundare in sinteza GI,GHD prin aminare reductiva

in scopul de a furniza dovezi concludente pentru formarea legaturii dintre linker-ul
HMD si lanturile polizaharidice, ionul dublu protonat, atribuit (conform cu calculul
masei la m / z 1600.82) lui Gl;3GHD a fost supus fragmentarii printr-un experiment
CID MS /MS. Spectrul obtinut dupa 15 min., corespunde la aproximativ 430 scanari,
obtinute prin acumularea de semnal in regim de energii variabile de ciocnire [26-30]
si este prezentat in figura 5.2.10. a, b.
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Fig. 5.2.10. NanoMate-QTOF MS/MS a ionului dublu incadrcat la m/z 1600.82 detectat in proba
de maltodextrina HMD-modificata. a) m/z (150-1020); b) m/z (1000-1600). Potential
electrospray: 1.2kV. Potentialul conului: 50 V. CID la energii de ciocnire variabile (Ej.p) intre
40-70 eV. Presiune argon (Pip): 10-15 p.s.i. (Z¥=Z-2H,0; Y*=Y+2Na-H,0). Nomenclatura
ionilor fragment este in conformitate cu [95].

Analizand spectrul din figura 5.2.10 se poate observa faptul ca, in conditii optime de
fragmentare, semnalele inregistrate se atribuie unui set complet de ioni de tip Y
detectat fie ca ioni mono-protonati de mare intensitate (Yo la Yi4), disodiati simpli
incarcati, dezhidratati (* Yo la Y; *) sau dublu-protonati (Y; la Yi7). Spectrul,
prezinta de asemenea, semnale corespunzatoare fragmentelor de ioni de tip B, cum
sunt monoprotonatii si monoprotonatii seriei disodiate B;-Bg, trei fragmente de ioni
de tip-C monosodiati (C, C3, C4) si simplu incarcati cu pierdere de H,O si doi ioni de
mic3 intensitate de tip Z (Z, * la Zg*). Fragmentarea ionilor obtinutd prin CID MS/MS
si spectrul corespunzator ionilor astfel generati constituie dovezi care arata ca
Gl1gGHD prezinta o legdturd HMD-polizaharida.

In seria de experimente prezentate aici, am cautat sa dezvoltam un protocol sigur si
fiabil, de modificare a unor maltodextrine liniare carora le-am atasat la un capat o
grupare amino (prin reactie de aminare reductiva) avand ca scop caracterizarea
produselor de cuplare utilizdnd cuplajul NanoMate-ESI Q-TOF MS si CID MS/MS.
Elucidarea compozitiei amestecului obtinut, precum si determinarea in detaliu a
structurii componentelor individuale a fost facuta utilizand tehnica ionilor pozitivi cu
ajutorul tandemului nanoESI Q-TOF, prin CID la energii joase de coliziune.
Masurarea exactd a masei moleculare, realizata prin screening-ul de masa nanoESI,
a indicat formarea de specii de maltodextrina derivatizate cu grupari amino, avand
grade de polimerizare diferite ce variaza intre 2-26. In ultima etapa a analizei prin
MS, optimizand conditiile de MS/MS a fost indusa o fragmentare eficienta a ionului
[M+2 H] 2*jon ce corespunde componentei Gl;sGHD.

In spectrele de fragmentare obtinute, am putut identifica secventele ionilor
diagnostic pentru structura unui lant liniar de HMD-legata, care contine 18 resturi de
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Glc si deci sustinerea conceptului de formare a legaturilor GI-HMD.

Acest studiu are o importanta deosebita pentru obtinerea produsilor de reactie si a
aplicatiilor pe care metoda dezvoltata, le presupune. Astfel polizaharidele HMD-
legate pot fi utilizate in producerea de copolimeri di-bloc si pentru functionalizarea
peptidelor si proteinelor in vederea cresterii gradului lor de solubilitate. Mai mult
decat atat, am demonstrat ca, randamentul de ionizare prin electrospray este mai
mare in cazul polizaharidelor modificate printr-o diamind atasata capatului
reducator. De asemenea metoda descrisa aici, poate fi considerata un model in ceea
ce priveste derivatizarea carbohidratilor cu lanturi lungi, care nu prezinta grupuri
usor ionizabile si care in stare naturald nu pot fi investigate prin spectrometria de
masa.
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Cap.VI Cercetari asupra realizarii unui cuplaj
intre un sistem complet automat de injectare
automata prin chip-electrospray si un
spectrometru de masa de tip capcana ionica
de mare capacitate

6.1 Experimente de cuplaj ale robotului NanoMate cu injectare
automata si ionizare prin chip electrospray cu spectrometrul de
masa cu capcana ionica de mare capacitate HCT MS

in cele ce urmeazd, vom ardta cum un instrument HCT a fost pentru prima data
interfatat cu un robot NanoMate, pentru a crea un sistem care combind injectarea
ESI, automatad, bazata pe chip de siliciu, cu screeningul ultra-rapid si fragmentarea
in stagii multiple, la sensibilitate superioara.

Robotul NanoMate a fost cuplat la un spectrometru de masa HCT Ultra
printr-un sistem de cuplare efectuat in laborator (figura 6.1.1). Pentru interfata
NanoMate, sursa conventionala de electrospray pentru ioni, de la Bruker, a fost
detasata si toate setdrile instrumentului HCT, inclusiv conexiunile electrice au fost
readaptate pentru functionarea in regim ESI decuplat de spectrometrul de masa al
sistemului NanoMate. Avand in vedere configuratia de tip ,benchtop”, de fixare pe
masa de laborator a spectrometrului HCT, care este mult mai facila pentru cuplaje
de orice tip, robotul a fost fixat pe masa de lucru, pe trei axe O-xyz reglabile care
permit ajustarea grosiera a pozitiei sale fata de spectrumetrul HCT MS. Reglarea
fina a chipului, in dreptul orificiului de intrare al HCT MS, se realizeaza si in acest
caz prin intermediul programul ChipSoft al robotului. Ulterior cuplarii mecanice,
robotul a fost conectat la conducta de aprovizionare cu azot, a nebulizatorului HCT
MS, care 1i asigura presiunea de azot necesara injectarii probei. Pozitia chipului de
electrospray a fost ajustata, corespunzator contraelectrodului HCT pentru a se
asigura un transfer optim al speciilor ionice in spectrometrul de masa.

Intr-o placa NanoMate, prevazutda cu 96 de orificii, au fost incarcate
esantioane de 10 pl solutie de lucru. Robotul a fost programat sa aspire intreg
volumul de probd, urmat de aspirarea a 2 pyL de aer in varful pipetei si apoi
injectarea probei pe partea Inlet a unui microcip cu 400 de orificii. Aspiratia aerului
a fost necesara pentru a preveni scurgerea de proba in timpul parcursului pipetei de
la godeu spre chip. Intreg ansamblu cuplat NanoMate HCT MS a fost reglat si
optimizat atdt pentru lucru in sistemul de operare in modul ionilor negativi, cat si
pentru ionizarea si detectarea ionilor pozitivi, atunci cind se opereaza in modul
ionilor pozitivi. In functie de tipul probei analizate si de tipul ionilor detectati,
electrospray-ul a fost initiat prin aplicarea unei tensiuni de 0.60-0.80 kV pe varful de
pipeta, si o presiune de azot de 0.50-0.70 psi. In scopul de a preveni eventualele
fragmentari in sursa HCT, tensiunea de iesire pe capilar a fost stabilita la -(40-50)
V. Sursa bloc, a fost mentinutd la temperatura constantd de 200°C, lucru ce a
permis o desolvatare optima a picaturilor generate, suprimandu-se in acest fel gazul
de desolvatare care poate contribui la o reducere a sensibilitatii analizei. Dupa
injectarea probei de analizat si analiza MS, varful de pipeta a fost schimbat automat,
iar pentru fiecare esantion s-a utilizat un nou varf si un nou orificiu. In acest fel, s-a
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impiedicat orice contaminare de la o proba la alta, incrucisata sau aleatoare. Fiecare
orificiu de pe chip are un diametru intern de 2.5 um, ceea ce a permis si in conditiile
date, un flux de lucru de aproximativ 50nL/min.

6.2. Studiu de fezabilitate a metodei nanoESI chip HCT MS si
optimizarea acesteia.

Primul cuplaj dintre robotul NanoMate si spectrometrul de masa de tip HCT MS a
fost testat si optimizat pentru a functiona in regimul de screening si fragmentare in
modul ionilor pozitivi si negativi pentru principalele clase de biomolecule: peptide,
proteine si hidrati de carbon. La acestia din urma s-au analizat atat mono si
polizaharidele ca atare, cat si derivatii glicoconjugati de tip glicopeptida si
glicolipida.

a)
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b)

Fig. 6.1.1 Cuplajul chip-spectrometru de masa a) vedere a intregului ansamblu; b) contactul
robot-spectrometru de masa cu chip-ul de siliciu conectat; c) infuzia probei prin chip in
spectrometrul de masa

6.2.1. Analiza peptidelor
Dipeptide

Testarea fezabilitatii sistemului a debutat cu molecule simple de dipeptide de
compozitie: Leu-Ala si Val-Ala. S-a urmarit gdsirea parametrilor instrumentali
optimi, precum: tensiunea de ionizare, potentialul contraelectrodului, presiunea
gazului de injectare a probei, dar si ai parametrilor care descriu solutia, cum sunt:
concentratia probei, natura solventului, pH-ul care sa determine o ionizare cat mai
eficienta si o reducere a posibilelor fragmentari in sursa. Intrucat este binecunoscut
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faptul ca peptidele si aminoacizii se ionizeaza eficient prin formarea de cationi, fie
prin protonare, fie prin aductie de cationi ai metalelor alcaline (Na, K) experimentele
s-au efectuat in modul ionilor pozitivi.

In figura 6.2.1. este prezentat spectrul de screening MS prin NanoMate HCT MS al
Leu-Ala in modul de ionizare si detectare a ionilor pozitivi. Spectrul prezentat a fost
obtinut la o concentratie a probei de 1 pmol/uL intr-o solutie de H,O/HCOOH 50/50
(v/v). Adaosul de acid formic a fost necesar pentru a asigura cationizarea prin
protonare.
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Fig. 6.2.1. Spectrul NanoMate HCT MS, in modul ionilor pozitivi, al dipetidei Leu-Ala. Conditii
experimentale: solvent H,O0/HCOOH 50/50 (v/v); concentratia probei de 1 pmol/uL; potential
ESI 1.40 kV; tensiune capilar: 50 V; presiunea gazului de infuzie: 0.30 psi; timp de achizitie: 1
min.

Analizand spectrul din figura 6.2.1 se poate observa ca, semnalul cel mai intens
(intensitate deosebit de mare de 1.6 x 10’ counts/sec) corespunde ionului simplu
incarcat de la m/z 203.21, aferent moleculei monoprotonate Leu-Ala. Pe langa acest
ion abundent, spectrul prezinta si un semnal relativ intens la m/z 405.35. Acest
semnal, corespunde dimerului monoprotonat al Leu-Ala. Surprinzdtor, la o
concentratie a probei in solutie de numai 1 pmol/uL spectrul a prezentat si dimerul
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Leu-Ala. Aceasta observatie indica faptul ca, pentru analiza peptidelor sistemul
NanoMate HCT prezintda o sensibilitate de cateva ori mai mare decat
sistemul de introducere clasica a probei prin capilar, fie el in regim micro-
sau nano-ESI. In cazul acestor tehnici de ionizare la o concentratie de 1 pmol/uL,
proba nu a putut fi detectata fiind necesara o concentratie de cel putin 10 pmol/uL
pentru a se obtine un semnal cu o intensitate suficient de mare cat sa permita
izolarea ionului si fragmentarea sa ulterioard, prin CID MS2.

In vederea testarii posibilitatii de a realiza analiza structurald, prin fragmentarea
ionului, utilizdnd disocierile induse prin ciocnire, ionul corespunzator monomerului
Leu-Ala, detectat la 203.21, a fost izolat. Pentru aceasta s-a aplicat o tensiune de
izolare intr-o fereastra de 2u, in capcana ionica, si apoi a fost supus disocierii prin
coliziune ( CID MS?), folosind heliu drept gaz de ciocnire.
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Fig. 6.2.2 Spectrul NanoMate HCT CID MS?, in modul ionilor pozitivi, al dipeptidei Leu-Ala.
Conditii experimentale: solvent H,O/HCOOH 50/50 (v/v); concentratia probei de 1 pmol/uL;
potential ESI 1.40 kV; tensiune capilar: 50 V; presiunea gazului de infuzie: 0.30 psi; timp de

achizitie: 1 min. Fragmentare la amplitudinea semnalului de RF de a) 0.3 V; b) 0.6 V.
Nomenclatura ionilor fragment este in conformitate cu [94]

Aplicdnd un semnal de radiofrecventa cu amplitudine de 0.3 V, ionul a fost excitat la
o energia de ciocnire corespunzatoare si a disociat in fragmentele ionice observabile
in spectrul din figura 6.2.2. a)

Din aceasta figura se observa ca, la amplitudinea de 0.3 V a semnalului de RF
aplicat s-a obtinut un semnal de intensitate foarte mica aferent fragmentului y;
(Ala), in timp ce semnalul corespunzator ionului precursor izolat, a pastrat o
intensitate mult mai mare. Acest aspect denota faptul cd, majoritatea ionilor
precursori nu s-au fragmentat la energia de activare provenita prin semnalul de RF.
In consecintd, a fost necesara optimizarea parametrilor de fragmentare in scopul
inducerii unei disocieri eficiente.

Prin marirea la 0.6 V, a amplitudinii semnalului de RF, s-a obtinut spectrul din figura
6.2.2. b). Se poate remarca o crestere semnificativa a abundentei ionului fragment
de tip y; (Ala) si o reducere a intensitatii ionului precursor ramas nedisociat.
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Metoda optimizata pentru dipeptida Leu-Ala a fost aplicatd la o alta dipeptida, si anume
Val-Ala. Spectrul de screening MS, prin NanoMate HCT MS, al dipeptidei Val-Ala, in tehnica
de ionizare si detectare a ionilor pozitivi, este prezentat in figura 6.2.3.
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Fig. 6.2.3. Spectrul NanoMate HCT MS, in modul ionilor pozitivi, al dipeptidei Val-Ala. Conditii
experimentale: solvent H,O/HCOOH 50/50 (v/v); concentratia probei de 1 pmol/uL; potential
ESI 1.40 kV; tensiune capilar: 50 V; presiunea gazului: 0.30 psi; timp de achizitie: 1 min.

Fragmentarea prin CID MS? a ionului precursor Val-Ala monoprotonat, la m/z
189.19, achizitionata in conditii identice celor aplicate pentru Leu-Ala, este
prezentata in figura 6.2.4. a si b.
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Fig. 6.2.4. Spectrul NanoMate HCT CID MS?, in modul ionilor pozitivi, al dipeptidei Val-Ala.
Conditii experimentale: solvent H,O/HCOOH 50/50 (v/v); concentratia probei de 1 pmol/uL;
potential ESI 1.40 kV; tensiune capilar: 50 V; presiunea gazului: 0.30 psi; timp de achizitie: 1
min. Fragmentare la amplitudinea semnalului de RF de: a) 0.3 V; b) 0.6 V. Nomenclatura
ionilor fragment este in conformitate cu [94]
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Tripeptide

Avand in vedere rezultatele promitdtoare, obtinute cu noua tehnica spectrometrica
de masa formata din robotul NanoMate in primul sdu cuplaj, cu un spectrometru de
tip capcana ionica de mare capacitate HCT MS, cercetdrile au fost extinse asupra
unor peptide mai complexe formate din lanturi cu un numar mai mare de
aminoacizi. Astfel urmatoarele experimente au vizat ionizarea si detectarea prin
NanoMate HCT MS a unei tripeptide continand trei unitati de leucind. Aplicand
metodologia dezvoltatd si descrisa mai sus proba Leu-Leu-Leu dizolvatd intr-o
solutie de H,O/HCOOH 50/50 (v/v) la o concentratie a probei de 1 pmol/uL a fost
injectatda automat prin NanoMate in spectrometrul HCT MS. Spectrul de screening
electrospray in tehnica de ionizare si detectie a ionilor pozitivi este prezentat in
figura 6.2.5.
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Fig. 6.2.5. Spectrul NanoMate HCT MS, in modul ionilor pozitivi, al tripeptidei Leu-Leu-Leu. Conditii
experimentale: solvent H,O/HCOOH 50/50 (v/v); concentratia probei de 1 pmol/uL; potential ESI
1.40 kV; tensiune capilar: 50 V; presiunea gazului : 0.30 psi; timp de achizitie: 1 min.

Din acest spectru se observa o ionizare foarte eficienta si a unei peptide mai lungi,
cu detectarea la m/z 358.42 a ionului molecular, Leu-Leu-Leu rezultat prin
monoprotonarea moleculei. Ionul corespunzator Leu-Leu-Leu, a putut fi evidentiat
printr-un semnal deosebit de intens de 10® counts/sec desi concentratia probei a
fost si in acest caz de numai 1 pmol/uL. Mai mult, aceasta concentratie, desi foarte
scazutd a generat formarea si detectarea dimerului monoprotonat care se observa in
spectrul din figura 6.2.5., ca ion de abundent3 inaltd (10’ counts/sec). In concluzie,
sensibilitatea analizei s-a pastrat la fel de ridicata si pentru peptidele mai mari.

Polipeptide
Testarea cuplajului NanoMate HCT MS pentru peptide cu un numar ridicat de aminoacizi
s-a realizat pe proba numitd, Substance P. Aceasta polipeptida este de fapt o
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neuropeptida ce contine 11 aminoacizi asa cum este prezentat in fig. 6.2.6. Substance P
functioneaza ca un neurotransmitdator si neuromodulator [111]. Este eliberata din
terminalele specifice ale nervilor senzoriali si se gaseste in creier si in coloana
vertebrald, fiind asociata cu procese inflamatorii i cu senzatia de durere [112].

In spectrometria de masa, in special pentru testarea noilor dispozitive atat de
ionizare/injectare prin ESI, cat si a celor de detectie sau fragmentare a ionilor
precursori, precum si pentru validarea diferitelor noi metodologii, Substance P este
utilizata cu precadere drept standard (respectiv model de validare, datorita structurii
sale, disponibilitatii comerciale in stare de puritate ridicata si a proprietatilor sale de
ionizare si fragmentare).

HoN

I

Fig. 6.2.6. Structura moleculei de Substance P [112]

Cele mai multe studii [113-114] ce raporteaza noi dezvoltari tehnico-metodologice
in domeniul spectrometriei de masa cu ionizare prin electrospray, a tehnicilor de
separare si fragmentare conjugate cu ESI demonstreaza viabilitatea metodei
utilizind in primul rand aceasta polipeptida.

Din acest motiv, un esantion de pudra liofilizata de Substance P, disponibil
comercial, a fost cantarit si dizolvat in solventul H,O/HCOOH 50/50 (v/v) la o
concentratie a probei de 1 pmol/uL, calculata pentru masa moleculara a Substance P
de 1347.63 g/mol. Pentru a asigura dizolvarea completa, solutia a fost omogenizata
prin amestecare folosind un aparat Vortex, timp de cateva minute. Apoi din
aceasta, s-au extras 30 uL de solutie, care a fost supusa centrifugarii timp de 20
de minute, la 5000 rpm. Dupd centrifugare supernatantul a fost colectat si apoi
pipetat in rezervorul de tip duza, a placii de microtitrare, a robotului NanoMate.
Centrifugarea a fost necesara in scopul eliminarii particulelor insolubile existente in
standardul comercial de Substance P.

Robotul a fost programat sa aspire 10 uL din solutia de analiza si sa injecteze acest
volum, prin chip electrospray, in HCT MS. Semnalul de ESI a fost initiat si mentinut
constant, prin aplicarea unui potential ESI de 1.40 kV, o tensiune de iesire aplicata
capilarului de 50 V si o presiune a gazului de injectare de 0.30 psi. Acest semnal a
fost achizitionat 1 minut. Spectrul generat prin insumarea scanarilor achizitionate in
acest interval de timp este prezentat in fig. 6.2.7. Se poate observa ca, in aceste
conditii s-a putut obtine un raport semnal/zgomot excelent si o intensitate foarte
mare a picului de bazd de peste 2x10’ counts/sec. Picul de bazd din spectrul
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prezentat in figura 6.2.7, corespunde unui semnal de la m/z 674.55. Distributia
izotopica (diferenta de m/z 0.5 dintre izotopi) indica faptul ca, ionul respectiv este
dublu incarcat. In conformitate cu calculul masei, rezultd ca acest ion reprezinta
molecula dublu protonatd [M+2H*]** a Substance P. in spectrul din figura 6.2.7, in
afara picului de baza ce corespunde Substance P dublu protonata, se mai poate
observa si ionul dublu incarcat de la m/z 696.40. Din calculul masei, efectuat pentru
acest ion, s-a obtinut cd acesta reprezintd ionul dublu sodiat [M+2Na*]*" al
moleculei de Substance P. De asemenea la m/z 1347.80 se poate observa un ion
simplu incdrcat mai putin abundent, care conform masei moleculare, corespunde
ionului monoprotonat [M+H*]* al Substance P. Ceilalti ioni de micd intensitate
vizibili in spectrul din figura 6.2.7 nu au putut fi atribuiti, cel mai probabil, ei
reprezentadnd impuritati la nivel de urma, ezistente in esantionul comercial si pe care
sistemul NanoMate HCT MS, datorita sensibilitatii deosebit de ridicate le-a ionizat si
detectat, chiar daca se aflau intr-o cantitate infima in proba.

Masuratorile de screening al Substance P prin NanoMate HCT MS demonsreaza si in
acest caz, ca sistemul functioneaza excelent pentru peptidele lungi, ca manifesta
aceeasi sensibilitate de exceptie, de nivel picomolar ca si pentru peptidele cu un
numar mic de aminoacizi. Mai mult, sistemul a permis o ionizare deosebit de
eficientd a acestei polipeptide, cu formare de ioni dublu incarcati, ceea ce reprezinta
o conditie fundamentald pentru fragmentarea moleculei prin ETD. Se mai observa
faptul ca, aceste conditii de ionizare prin chip, ce presupun tensiuni de ionizare mult
mai scazute decat in cazul procesului de electrospray prin micro si nano capilare, au
favorizat ionizarea moleculei intacte de Substance P. Spectrul din figura 6.2.7 nu
prezinta picuri corespunzatoare unor fragmente nespecifice si necontrolate in sursa
ESI, asa cum se intdmpla si este des raportat in cazul analizei peptidelor mai lungi,
prin MS bazat pe electrospray clasic prin micro si nano capilare.

[M+2H]?' s ETD
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Fig. 6.2.7. Spectrul NanoMate HCT MS, in modul ionilor pozitivi, al Substance P. Conditii
experimentale: solvent H,O/HCOOH 50/50 (v/v); concentratia probei de 1 pmol/uL; potential
ESI 1.40 kV; tensiune capilar: 50 V; presiunea gazului: 0.30 psi; timp de achizitie: 1 min.
M=molecula de Substance P

BUPT



6.2 - Studiu de fezabilitate a metodei nanoESI chip HCT MS si optimizarea acesteia 95

Aceste avantaje deosebite, unice chiar, ale ionizarii prin chip cu ajutorul robotului
NanoMate au oferit premiza aplicarii tehnicii de fragmentare prin ETD pentru analiza
structurala a acestei polipeptide. Asa cum se stie, fragmentarea prin ETD necesita
formarea ionilor multiplu incarcati (cel putin dublu incarcat) precum si existenta unui
semnal constant pe timp indelungat, de mare intensitate a ionului precursor, intact
(fara fragmentari necontrolate in sursa).

Aceste conditii, au facut procesul dificil, daca nu chiar imposibil de indeplinit prin ESI
bazat pe capilar si au facut ca tehnica ETD sa stagneze, din perspectiva aplicatiilor
sale, in analiza unor biomolecule mai complexe. De aceea, intrucat cuplajul
NanoMate HCT MS reuseste sa indeplineasca aceste premize ale aplicarii ETD, in
acest stadiu al cercetarii, s-a incercat pentru prima data fragmentarea unei
polipeptide prin ETD avand ca sistem de introducere a probei, robotul
NanoMate. In acest scop, Substance P a fost livratd prin NanoMate HCT MS in
conditiile descrise mai sus, iar ionul dublu incarcat detectat la m/z 674.55 a fost
izolat intr-o fereastra de 2u si supus interactiunii cu reactantul ETD, care in acest
caz a fost fluorantena.

Dupd un timp de reactie de 50 ms s-a obtinut spectrul de fragmentare ETD MS?
prezentat in figura 6.2.8. Din calculul maselor fragmentelor rezultate s-a observat
ca disocierea prin ETD a fost deosebit de eficienta. Desi polipeptida contine o
secventa de 11 aminoacizi s-au generat aproape toti ionii fragment de tip c si z
(schema 6.2.9) conform mecanismului binecunoscut de disociere prin ETD, si
totodata s-au observat scindari multiple si formarea, cum era de asteptat, a
radicalului cation [M+2H*]**. Acest din urma mecanism rezulta prin transferul unui
electron de la reactantul fluorantena, fara disocierea peptidei, dar cu reducerea de
catre electron a uneia dintre sarcinile electrice pozitive create de unul dintre protoni.
Acest spectru ETD, deosebit de informativ din punct de vedere structural,
demonstreaza ca prin combinatia NanoMate HCT MS, tehnica de disociere
prin ETD are clare perspective de aplicabilitate in cazul polipeptidelor, in
special a celor cu modificari postranslationale (gliocozilare, fosforilare).
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Fig. 6.2.8 Spectrul NanoMate HCT ETD MS? al Substance P, ion precursor: [M+2H*]** detectat
in spectrul MS la m/z 674.55. Conditii experimentale: solvent H,O/HCOOH 50/50 (v/v);
concentratia probei de 1 pmol/uL; potential ESI 1.40 kV; capillary exit: 50 V; presiunea

gazului: 0.30 psi; timp de achizitie: 1 min; fereastra de izolare 2 u; reactant: fluorantena;
timp de reactie 50 ms. M=molecula de Substance P. Nomenclatura ionilor fragment este in
conformitate cu [94]

Pentru acestea din urmad, prin NanoMate HCT MS si disociere ETD va fi posibila
identificarea pozitiei de modificare (de atasare a zaharidei sau de fosforilare). Acest
aspect va fi in viitor foarte util intrucat prin celelalte tehnici de fragmentare (precum
CID) pozitiile de modificare nu pot fi stabilite din cauza mecanismului de disociere ce
determina fragmentarea cu precadere a gruparii atasate de peptida prin legatura
mult mai labild decat cea amidica.

Schema 6.2.9 Secventa de aminoacizi din constitutia Substance P determinata prin
experimentul ETD MS?
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6.2.2. Analiza peptidelor modificate

Cuplajul NanoMate HCT MS a fost testat in combinatie cu tehnica de disociere prin
transfer de electroni, ETD, pentru identificarea peptidelor modificate. In acest sens a
fost supus analizei un esantion de peptida sintetica modificata cu daunorubicina
(Dau-GnRH III). Aceasta peptida modificata [115], a fost obtinuta de la Laboratorul
de chimie analitica si analiza biopolimerilor, al Universitatii din Konstanz, prin
amabilitatea domnei dr. Marilena Manea.

Proba, sub forma de pulbere liofilizata, a fost dizolvata in sistemul de solvent
H,O/HCOOH 50/50 (v/v), la o concentratie a probei de 1 pmol/uL. Un esantion de
25 uL de solutie a fost supus centrifugarii, la 5000 rpm, timp de 50 de minute. Dupa
centrifugare a fost extras supernatantul, care a fost apoi pipetat in orificiul placii de
microtitrare a robotului NanoMate.

Robotul a fost programat sa aspire 5 uL din solutia esantion, urmat de 2 uL aer
(pentru a preveni picurarea probei) si lasat sa-i livreze sub forma de electrospray
de prin chip, apoi in HCT MS. Spectrul de masa astfel obtinut este prezentat in
figura 6.2.10. In paralel, in scopul unei analize comparative, proba a fost masurata
folosind injectarea clasica, prin seringa-pompa. Spectrul rezultat este inserat, tot in
figura amintitd, pentru a facilita o observare comparativa mai precisa.

Din analiza celor douda spectre se poate observa cd, spre deosebire de injectia
clasica, introducerea probei prin chip, a facilitat formarea unui ion triplu protonat.
Aceasta ionizare deosebit de eficienta, prin chip, face ca tehnica sa fie mult mai
potrivita pentru fragmentarea indusa prin transfer de electroni, pentru care este
necesara o stare de incarcare multipla a ionului precursor.
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Fig.6.2.10 Spectrul NanoMate HCT MS, in modul ionilor pozitivi, al bioconjugatului Dau-GnRH
III. Inserare: spectrul Dau-GnRH III comparativ, obtinut prin injectare clasica, folosind
seringa-pompa. Conditii experimentale: solvent H,O/HCOOH 50/50 (v/v); concentratia probei
de 1 pmol/uL; potential ESI 1.30 kV; tensiune capilar: 40 V; presiunea gazului: 0.40 psi; timp
de achizitie: 30 s. M=molecula Dau-GnRH III.

Mai mult, se remarca faptul ca prin injectarea clasica, din cauza potentialului ridicat
necesar ionizarii si a campului intens, dintre varful de electrospray si
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contraelectrodul HCT, fragmentarea in sursa nu poate fi evitata. Astfel, in spectrul
obtinut prin injectare clasica, se observa ruperea in sursa a legaturii, marcate cu
asterisc in figura.

O asemenea fragmentare nespecifica si necontrolata are consecinte defavorabile
asupra intensitatii ionului precursor intact. Scaderea acestei intensitati cauzeaza si
reducerea drasticd a semnalului in spectrul ETD. Din aceste motive rezultd c3,
extinderea aplicabilitatii ETD pentru astfel de molecule complexe necesita obligatoriu
interfatarea spectrometrului de masa cu tehnica bazata pe chip, care sa asigure
incarcarea multipld a moleculei si sa previna fragmentarea in sursa.

Tonul triplu protonat detectat in spectrul de screening la m/z 753.32 a fost izolat
intr-o fereastra de 2 u si supus fragmentarii prin ETD, utilizdnd si in acest caz
fluorantena ca agent de reactie. Spectrul ETD este prezentat in figura 6.2.11.
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Fig. 6.2.11. Spectrul NanoMate HCT ETD MS? al Dau-GnRH III, ion precursor: [M+3H*]3*
detectat in spectrul MS la m/z 753.32. Conditii experimentale: solvent H,O/HCOOH 50/50
(v/v); concentratia probei de 1 pmol/uL; potential ESI 1.30 kV; tensiune capilar: 40 V;
presiunea gazului: 0.40 psi; timp de achizitie: 30 s; fereastra de izolare 2 u; reactant:
fluorantena; timp de reactie 50 ms. M=molecula de Dau-GnRH III. Nomenclatura ionilor
fragment este in conformitate cu [94]

Din analiza spectrului ETD rezulta cd, a avut loc o fragmentare deosebit de eficienta,
cu formarea unui mare numar de ioni fragment de tip c si z, specifici clivarii legaturii
N-C,, care apare prin ETD (schema 6.2.12). Se mai remarca, formarea atat a
radicalului cation dublu Tncarcat, cat si a radicalului simplu incarcat.
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Schema 6.2.12 Fragmentarea prin ETD a bioconjugatului Dau-GnRH III

Jgg]gz;a ﬁgsacs]g‘m W@acm
Z1aZ2a Z3aZ4aZ5a Zsaz Z7aZ8¢4Z9a

Z5pZ4BZ3pZog | 1CsB

« NH-CO-(CH,),-CIGALGH

C18C28C3pC4p

0N oH

CH,

6.2.3. Analiza proteinelor

Cuplajul NanoMate a fost in continuare testat si optimizat, pentru analiza prin
screening si fragmentare, pentru proteine. Pentru a verifica abilitatea sistemului
cuplat de a ioniza si detecta proteine, s-a utilizat o proba standard de
apomioglobina. Aceasta proteina de masa moleculara teoretica 16.950.5 g/mol este
foarte des utilizatéd in spectrometria de masa, fie ca si calibrant, fie ca standard
respectiv etalon pentru testarea tehnicilor si metodologiilor inovatoare din
spectrometria de masa.

Pentru efectuarea experimentelor asupra proteinei apomioglobind, proba care se
obtine de la producator sub forma liofilizata, a fost cantarita si dizolvata in solventul
H,O/HCOOH 50/50 (v/v) pentru a se obtine o solutie de concentratie 5 pmol/uL,
calculatd pentru masa moleculara 16.950.5 g/mol. Proba, un esantion de 20 uL, a
fost supus centrifugarii, la 5000 rpm, timp de 30 de minute. Dupa centrifugare a
fost extras supernatantul care a fost apoi pipetat in duza placii de microtitrare a
robotului NanoMate. Centrifugarea este necesara in scopul eliminarii particulelor
insolubile existente in standardul comercial de apomioglobina. Experimentele
efectuate pe solutii necentrifugate nu au permis obtinerea semnalului de ESI, iar
inspectia la microscop a chipului a indicat faptul ca, orificiul pulverizator a fost blocat
de particulele insolubile din proba.

Robotul a fost programat sa aspire 5 uL din solutia esantion, pe care sa-i livreze
prin chip in electrospray si de acolo, in HCT MS. Pentru un potential ESI de 1.52 kV,
o tensiune de iesire pe capilar de 50 V si o presiune a gazului de injectare de 0.50
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psi, s-a obtinut spectrul din figura 6.2.13. Se poate observa ca, spectrul prezinta un
raport semnal/zgomot excelent si are aspectul tipic spectrelor ESI ale proteinelor, cu
o distributie gaussiana a picurilor aferente diferitelor stari de incarcare ale moleculei
de apomioglobina. Conditiile optimizate aplicate au indus ionizarea eficienta a
moleculei si obtinerea a 8 picuri corespunzatoare urmatorilor ioni moleculari derivati
din protonarea multipld a moleculei de apomioglobina: [M+21H*]?'*, [M+20H"]%°*,
[M+19H*]*F,  [M+18H*]'®*,  [M+17H*]YF,  [M+16H*]*®T,  [M+15H*]**"si
[M+14H*]***. Determinarea stdrilor de incdrcare (notate in figura 6.2.13.) din
rapoartele m/z, ce corespund aceleiasi mase m, precum si deducerea din valorile
m/z si din starile de incarcare a masei moleculare a proteinei, s-a realizat cu
ajutorul programului de deconvolutie din softul Data Analysis al spectrometrului HCT
MS. Din spectrul obtinut, prin deconvolutie, programul a calculat o masa
experimentald determinata de 16949.25 Da. Aceasta valoare experimentald situeaza
acuratetea in determinarea masei la o valoare de sub 15 ppm, ceea ce reprezinta o
precizie deosebit de buna pentru un instrument de tip capcana ionica.

Experimentele efectuate in conditii de tensiuni mai ridicate au demonstrat o
deplasare a distributiei gaussiene inspre rapoarte m/z mai mari care reflecta o stare
de incarcare mai mica determinata de campul electric intens ce induce desorbtia
ionilor cu stare de incarcare mica de pe picatura pulverizata. Invers, tensiunile mai
scazute au aratat deplasarea distributiei inspre rapoarte m/z mai mici adica stari de
incarcare din ce in ce mai ridicate. Aceste observatii sunt in concordanta cu
fenomenele raportate anterior [116] in cazul ionizdrii prin electrospray cu injectare
prin varf metalic sau nanocapilar. In spectrul din figura 6.2.13, ce reflectd starea
ridicata de fincarcare si deci o ionizare eficientd, valorile de 1.52 kV pentru
potentialul ESI si 50 V pentru tensiunea de iesire a capilarului, reprezintd valorile
minime pentru care s-a mai putut obtine semnal ESI. In comparatie cu ionizarea
clasica prin micro- sau nano- injectare bazata pe varf metalic sau capilar, asa cum
era de asteptat, ionizarea prin chip este mult mai eficientd, fapt reflectat prin starile
de ncarcare inalta ale proteinei. Acest aspect este benefic in cazul moleculelor de
masa mare cum sunt proteinele intrucat, in masuratorile prin spectrometrie de masa
este de dorit o stare de incarcare cat mai ridicatd a proteinelor care conduce la
semnale de m/z mici, in domeniul de mase al instrumentului utilizat. In plus, in
cazul tuturor spectrometrelor de masa chiar si al celor de mare rezolutie, cu cat
raportul m/z este mai mare, cu atat rezolutia si precizia in determinarea masei sunt
mai mici. Prin urmare, sistemul NanoMate are capacitatea de a ioniza mult mai
eficient, la stari de incarcare ridicate de asemenea, este mult mai avantajos pentru
analiza biomoleculelor mari cum sunt proteinele, iar sensibilitatea analizei s-a
dovedit mult superioara.

Avand in vedere cd spectrul din figura 6.2.13., a rezultat prin achizitionarea
scanurilor timp de numai 1 minut, la o concentratie a probei de numai 5 pmol/uL si
un debit de 100 nL/min cantitatea de proba consumata in acest experiment a fost
de 0.5 pmol. Acest consum de proba pentru un spectru prin electrospray al unei
proteine este printre cele mai reduse raportate in literatura pana in prezent.
Sensibilitatea analizei este o consecinta atat a eficientei ionizarii oferite de chip care
nu necesita achizitionari de semnal indelungate cat si a debitului de infuzie de 4-5
ori mai scazut decat cel raportat pentru procesul de nanoelectrospray prin capilar.
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Fig. 6.2.13. Spectrul NanoMate HCT MS in positive ion mode al apomioglobinei. Conditii
experimentale: solvent: H,O/HCOOH 50/50 (v/v); concentratia 5 pmol/uL; potential ESI 1.52
kV; tensiune capilar: 50 V; presiunea gazului: 0.50 psi; timp de achizitie: 1 min

Analiza structurii primare a proteinelor, ce presupune determinarea aminoacizilor din
compozitia lanturilor peptidice si respectiv stabilirea cu exactitate a secventei acestora se
poate realiza prin doua procedee. Primul procedeu cunoscut sub numele shotgun
proteomics sau bottom-up (de jos in sus) [117] presupune urmatoarele etape:

i) digestia proteinei in urma careia rezultd amestecul de peptide

i) purificarea amestecului de peptide

iii) infuzia amestecului prin cromatografie lichida cuplatd cu spectrometrie
de masa in vederea separarii componentelor si detectarii lor prin electrospray

iv) izolarea 1n capcana ionica a ionului precursor corespunzator fiecarei
peptide

V) disocierea indusa prin ciocnire a fiecarui ion precursor de peptida in
vederea fragmentarii acestuia si identificarii fragmentelor de aminoacizi

vi)  Tn anumite cazuri de peptide cu lanturi lungi este necesara disocierea in
stagii multiple (CID MS") pana la identificarea fiecarui aminoacid din compozitia peptidei
Deci, proteina se identifica de ,jos in sus” prin peptidele rezultate in urma digestiei
care sunt la randul lor fragmentate prin tandem MS. Desi eficientd, metoda shotgun
proteomics sau bottom-up prezinta dezavantajul de a fi relativ laborioasa si de a
cuprinde etape de pregatire a probei care sunt atat consumatoare de timp, cat si de
probd. Etapele de digestie si mai ales cele de purificare necesita cantitati relativ
mari de proba si induc pierderi ale acesteia. Din acest motiv, in ultimii ani s-a
dezvoltat procedeul ultra eficient de analiza structuralda a proteinelor prin
spectrometrie de masa numit top-down (,sus in jos”)[118-120]. Aceasta metoda a
putut fi implementata odata cu introducerea tehnicilor de disociere bazate pe
capturd electronicd (ECD, electron capture dissociation) [118-120] si transfer de
electroni (ETD) [121-124]. Prin aceste tehnici este posibil ca ionul multiplu incarcat
al proteinei, detectat prin screening MS, sa fie izolat si fragmentat direct in tandem
MS fara a mai fi nevoie de digestionarea proteinei, separarea prin LC-MS si
fragmentarea peptidelor rezultate din digestie. In urma procesului de fragmentare,
prin tehnica ECD sau ETD, proteina intacta genereaza peptidele componente din

BUPT



102 Cercetari asupra realizarii unui cuplaj intre un sistem complet automat - VI

masele carora se determind compozitia proteinei, in termeni de aminoacizi si
secventa acestora. In acest fel identificarea are loc de ,sus in jos” adica, prin
fragmentarea, in tandem MS, a proteinei intacte.

Intrucat instrumentul HCT MS cu care s-a realizat cuplajul robotului NanoMate a
dispus de facilitatea ultramoderna de top-down proteomics prin kitul ETD pe care fl
are incorporat, analiza structurii primare a apomioglobinei s-a realizat prin ETD MS?,
in prima incercare de a realiza un experiment top-down prin ETD cu
introducerea probei prin chip. In vederea realizarii acestui experiment ionul
corespunzdtor apomioglobinei detectat ca multiplu protonat [M+19H*]'*** la m/z
893.35 a fost izolat intr-o fereastra de izolare de 4 u si supus interactiunii cu
reactantul care in acest caz a fost fluorantena. Spectrul de fragmentare rezultat este
prezentat in figura 6.2.14. Se poate observa c&, ionul [M+19H"]*°* a fost complet
disociat rezultdnd un spectru de fragmentare deosebit de complex, ce contine
semnalele aferente ionilor peptidelor disociate, purtéand diferite stari de incarcare.
Interpretarea spectrului a fost asistata de software-ul MASCOT
(www.matrixscience.com), care permite identificarea proteinelor pe baza spectrelor
de masa MS si tandem MS. Acest software larg utilizat de comunitatea stiintifica
internationald, implicata in analiza proteinelor prin spectrometrie de masa, are trei
module de cautare: Peptide Mass Fingerprint, Sequence Query, si MS/MS Ion
Search.
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Fig. 6.2.14. Spectrul NanoMate HCT ETD MS? al apomioglobinei, ion precursor: [M+19H*]*°*
detectat in spectrul MS la m/z 893.35. Conditii experimentale: solvent H,O/HCOOH 50/50
(v/v); concentratia probei de 5 pmol/uL; potential ESI 1.52 kV; capillary exit: 50 V; presiunea
gazului: 0.50 psi; timp de achizitie: 5 min; fereastra de izolare 4 u; reactant: fluorantena;
timp de reactie 100 ms. Nomenclatura ionilor fragment este in conformitate cu [94]

Ultimul modul, folosit Tn aceastda teza pentru interpretarea spectrului prezentat in
figura 6.2.14., identifica secventele peptidice si constitutia acestora (aminoacizii
componenti si secventa lor) din valorile de m/z inregistrate in spectrele de tandem
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MS. Aceste valori obtinute prin spectrul amintit au fost introduse in modulul MS/MS
Ion Search al programului MASCOT, iar programul a furnizat secventele prezentate
in schema 6.2.15. Datele astfel obtinute identificd apomioglobina ceea ce
demonstreaza ca spectrul ETD a continut suficienti ioni diagnostic pentru
identificarea proteinei.

Combinatia NanoMate HCT s-a dovedit in acest caz o conditie fundamentalad pentru
identificarea apomioglobinei prin procedeul top-down. Dincolo de sensibilitatea si
viteza de analiza remarcabile, doua elemente esentiale au contribuit la obtinerea
unor rezultate viabile prin ETD in acest caz. Primul element se refera la stabilitatea
semnalului de electrospray furnizata de infuzia prin chip.

In cazul fragmentarii prin ETD este necesar un semnal constant, fara intreruperi si
fara diminuari ale intensitatii, timp relativ indelungat. Acest deziderat a putut fi
indeplinit numai prin ionizarea cu chip electrospray. Cel de al doilea element este
legat de starea de incarcare in modul ionilor pozitivi a ionului precursor. In
cazul ETD, cu cat starea de protonare (cationizare) este mai inalta, cu atat
disocierea prin transfer de electroni este mai eficienta.

Schema 6.2.15. Secventa de aminoacizi din constitutia apomioglobinei determinata prin
experimentul top-down ETD MS?

GLSDGEWQQV LNVWGKVEAD IAGHGQEVLI RLFTGHPETL EKFDKFKHLK
TEAEMKASED LKKHGTVVLT ALGGILKKKG HHEAELKPLA QSHATKHKIP

IKYLEFISDA IIHVLHSKHP GDFGADAQGA MTKALELFRN DIAAKYKELGFQG

Asa cum am aratat mai sus, ionizarea prin chip a putut oferi stari de incarcare
mult mai inalte decat ionizarea clasica prin varf metalic sau nanocapilar.
Ionul multiplu protonat [M+19H*]*°*, detectat la m/z 893.35, ales ca precursor
pentru fragmentare a prezentat avantaje din ambele puncte de vedere: a avut o
stare de incdrcare inaltd si, in acelasi timp, o intensitate ridicatd de 7.7 x 10°
counts/sec fiind cel mai abundent din seria de ioni ai apomioglobinei.

Din aceste consideratii se poate observa atat importanta starii de incarcare, cat si
cea a centrarii distributiei ionice Tn jurul semnalului cu stare de incarcare ridicata.

6.3. Analiza glicopeptidelor

Testarea si optimizarea cuplajului NanoMate HCT MS pentru glicopeptide, s-a
realizat pe un amestec complex de peptide O-glicozilate (O-glicopeptide), obtinute
din urina unor pacienti suferind de boala lui Schindler. In acest scop, un esantion de
proba, sub forma de pulbere liofilizata, a fost dizolvat la o concentratie de 1 pmol/uL
in H,O/MeOH 50/50 v/v, pentru detectia in modul ionilor negativi. Dupa dizolvare,
proba a fost omogenizata prin amestecare, timp de 5 minute si apoi supusa
centrifugarii (5000 rps), timp de 60 min. Dupa centrifugare supernatantul a fost
pipetat, in orificiul placii de microtitrare a robotului NanoMate si injectata prin ESI,
in HCT MS.
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Fig. 6.3.1. Spectrul NanoMate HCT MS, in modul ionilor negativi, al amestecului 8/13 0O-

glycopeptide sialilate extrase si purificate din urina unui pacient suferind de boala Iui Schindler.

Conditii experimentale: solvent H20/MeOH 50/50 v/v; concentratia probei de 1 pmol/OL;
potential ESI 1.40 kV; tensiune capilar: 50 V; presiunea gazului: 0.30 psi; timp de achizitie: 1

min.

Spectrul de masa obtinut, prin achizitionarea semnalului timp de numai 1 minut,
este prezentat in figura 6.3.1, de mai sus, iar speciile identificate in acest spectru
sunt cuprinse in tabelul 6.3.2.

Tabelul 6.3.2. Principalele structuri detectate prin experiment NanoMate HCT MS, in amestecul

de glicopeptide din urina unui pacient suferind de boala lui Schindle

[M-2H*]* [M-H*T Compozitie
308 NeuAc
435 871 NeuAcGalGalNAc-Thr-Pro
469 GalGalNAc-Ser
470 NeuAcGal
481 NeuAc,GalGalNAc
483 GalGalNAc-Thr
525 NeuAc,GalGalNAc-Ser
532 NeuAc,GalGalNAc-Thr
563 NeuAcGal,GIcNAcGalNAc-Ser
571 NeuAcGal,GIcNAcGalNAc-Thr
581 NeuAc,GalGalNAc-Thr-Pro
633 NeuAc,GalGIcNAcGalNAc-Thr
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671 NeuAcsGalGalNAc-Ser
673 NeuAcGalGalNAc

678 NeuAcs;GalGalNAc-Thr

708 NeuAc,Gal,GIcNAcGalNAc-Ser

715 NeuAc,Gal.GIcNAcGalNAc-Thr
760 NeuAcGalGalNAc-Ser
775 NeuAcGalGalNAc-Thr
835 NeuAcGal,GalNAc

Tabelul 6.3.2 prezinta desemnarea ionilor simplu si dublu incarcati, derivati
din peptidele legate de di-, tri-, tetra-, penta- si hexazaharide detectate in proba.
Se poate observa, ca prin aceasta metoda, s-a putut identifica pentru aceste
structuri: natura componentelor din proba, toate fiind peptide O-glicozilate, sialilate
cu grad relativ ridicat de sialilare contindnd pina la 3 unitati de NeuAc, intr-un timp
mai scurt de achitionare a semnalului si la o sensibilitate mult mai ridicata a
analizei, decat in cazul sistemului NanoMate QTOF MS. Ionii cei mai proeminenti
sunt desemnati ca apartinand speciilor pseudomoleculare, simplu fincarcate
(trizaharida), legate prin legaturi glicozidice de oxigen, de serina sau de treonina.
Ionii pseudomoleculari, dublu incarcati, derivand din tetra- si hexazaharida legata de
serind, treonina sau treonina-prolind au fost deasemenea, detectati la o intensitate
destul de mare a semnalului inregistrat.

6.4. Analiza polizaharidelor functionalizate

Asa cum am aratat analiza polizaharidelor neutre prin spectrometrie de masa
utlizdnd metoda ionizarii prin electrospray este dificila din cauza lipsei gruparilor
usor ionizabile la aceastd clasd de compusi. Problema poate fi depasita prin
introducerea unei strategii de derivatizare a esantionului de polizaharide cu masa
mare, strategie bazata pe functionalizarea acestora cu amine aromatice [84, 85].
Pentru testarea fezabilitatii cuplajului NanoMate HCT MS pentru analiza
polizaharidelor maltodextrinele au fost functionalizate cu 4,4'-diamina-difenil-metan
printr-o reactie de aminare reductiva. Polizaharidele derivatizate astfel obtinute au
fost purificate, izolate si supuse analizei prin NanoMate-HCT MS utilizadnd sistemul
descris anterior. Toate spectrele de masa au fost achizitionate utilizand tehnica
ionilor pozitivi, pentru toata gama de mase, de la 100 la 3000 m/z. Fragmentarea
ionilor precursori in vederea analizei structurale detaliate de la MS pand la MS? s-a
bazat si in acest caz pe tehnica disocierilor induse prin ciocnire (CID), folosind drept
gaz de coliziune, heliul. Fiecare spectru de fragmentare a fost obtinut print-o
acumulare a scanarilor, la valori diferite ale tensiunii aplicate, cuprinse intre 0.40 -
0.75 V.
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Fig. 6.4.1. Spectrul MS* al maltodextrinei, functionalizatd, cu masa moleculard medie 1800

Da, obtinut cu sistemul complet automat bazat pe chip de siliciu de tip NanoMate-HCT MS.

Conditii experimentale: solvent H,O; concentratie 10 pmol/uL; timp de achizitie 2 min; Chip
ESI -0.60 kV; tensiune capilar -20 V.

In figurile 6.4.1. si 6.4.2. sint prezentate spectrele maltodextrinelor functionalizate
cu amine aromatice, avand mase moleculare medii cuprinse intre 1800 si 2800 de
Da. Capatul aminei aromatice prezinta o afinitate pentru protoni, fapt care a condus
la o Tmbunatatire a detectiei prin ESI HCT MS, in cazul polizaharidelor cu lanturi
lungi. Prin urmare, abordarea actuald a permis identificarea unor componente unice
in amestecuri cu eterogenitate mare ce au un grad ridicat de polimerizare, fara a
mai fi nevoie de separarea cromatograficd inainte de MS. Componentele care contin
lanturi cu 2 pana 22 glucoze (Glc) au fost detectate si fragmentate, mergand pana

la MS3 (figurile 6.4.3 si 6.4.4).
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Fig.6.4.2. Spectrul MS* al maltodextrinei functionalizate cu masa moleculard medie 2800,
obtinut cu sistemul complet automat bazat pe chip de siliciu de tip NanoMate-HCT MS. a) zona
my/z (800-2400) si b) zona m/z (2100-300). Conditii experimentale: solvent H,O; concentratie

10 pmol/uL; timp de achizitie 2 min; Chip ESI -0.60 kV; tensiune capilar -20 V.

Prin optimizarea conditiilor de detectie si fragmentare s-au putut genera spectre
MS?-MS® a polizaharidelor modificate ce contin lanturi 6 unitati repetitive de Glc,
fragmentele prezenténd intregul set de ioni diagnostic de tip Y * si B *, din care
structura lantului a putut fi dedusa fara echivoc.
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in mod remarcabil, aceste date asupra compozitiei si structurii, prin NanoMate CID
MS? si MS3, au fost obtinute intr-un regim automatizat, de transfer ultra rapid (high
throughput), cu un consum extrem de redus de proba-esantion, lucru ce confirma
sensibilitatea de analiza in domeniul picomolar. Astfel, la o concentratie a probei de
10 pmol/uL (calculata pentru masa moleculara medie) si un timp de infuzie a probei
de 2 min, avand in vedere debitul de 100 nL/min livrat de chipul NanoMate 400
rezulta, ca pentru inregistrarea unui spectru de screening au fost consumati 200 nL
solutie. Acest consum este echivalent cu o cantitate de numai 4 pmol de proba
pentru o analiza completa, adica 2 pmol pentru spectrul MS si 2 pmol pentru un
spectru tandem MS (MS?).

Intens.
17346
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OH OH OH
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St OH Al RQH | ~NHA el iy \
00 | OH OH 4 OH
48721
w0  Yq ! [V+HF-H,0
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! ': \' Y. o 1
: 5 P
45318 : 506 YZ Y. 747.28 Y4 1011 37103140: :
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PN 52523 3 849.33 |
' Y B4 687.28 1 B4 Vo
L )| el | 1
1000 Y ' 76026 B, Vo ¥
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0 h |‘| “Ini.‘ ‘L JLU}JJL + JL.lLLI Ll J‘u.[ LI.ALI s ligs !II;.
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Fig.6.4.3. Spectrul MS? al ionului simplu incdrcat, avand m/z 1173.46, corespunzator Glcs-AGL,
obtinut cu sistemul complet automat NanoMate-HCT, prin CID. Conditii experimentale: solvent
H,O; concentratie 10 pmol/uL; timp de achizitie 2 min; Chip ESI-0.60 kV; tensiune capilar -20
V; fereastra de izolare a ionului precursor 2 u; fragmentare la amplitudini variabile ale
semnalului de RF intre 0.2-0.4 V. Nomeclatura de atribuire a fragmentelor este in conformitate
cu cea propusa de Domon si Costello [95].
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Fig.6.4.4. Spectrul MS? al ionului simplu incarcat detectat in MS?, avadnd m/z 363.20, obtinut

cu sistemul complet automat NanoMate HCT, prin CID. Conditii experimentale: solvent H,O;

concentratie 10 pmol/uL; timp de achizitie 2 min; Chip ESI -0.60 kV; tensiune capilar -20 V;
fereastra de izolare a ionului precursor 2 u; fragmentare la amplitudini variabile ale semnalului

De aceea putem spunem cd, NanoMate-HCT MS reprezinta o noua si viabila metoda
analiticd de mare sensibilitate pentru investigarea structurala a polizaharidelor
derivatizate. Prin introducerea acestui nou protocol a fost posibila pentru prima data
identificarea unor lanturi lungi care contin, pand la 22 de unitati repetitive de
glucoza. Intrucdt metoda propusa este foarte rapida, sensibild, reproductibila si
exacta atat in determindrile de screening compozitional, cat si in cele legate de
identificarea structuralda ,de novo”, aceste avantaje o recomanda ca o posibila

de RF intre 0.2-0.4 V. Nomeclatura de atribuire a fragmentelor este in conformitate cu cea
propusa de Domon si Costello [95]

optiune analitica, chiar de ruting, in glicomica moderna.
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CONCLUZII

Avand in vedere scopul stabilit al tezei, precum si obiectivele prezentate in
introducerea lucrarii, rezultatele experimentale obtinute permit formularea
urmatoarelor concluzii:

1. In cadrul acestei teze de doctorat s-au realizat si implementat pentru prima
data in studii de glicomica si proteomica, doua cuplaje utilizdnd un robot
NanoMate, pentru ionizarea prin chip electrospray complet automata, si
doua spectrometre de masa, ce functioneaza fiecare pe principii diferite si au
caracteristici tehnice complementare. Primul spectrometru, QTOF MS este un
instrument hibrid, bazat pe separarea ionilor in functie de timpul de zbor. Avand o
rezolutie si acuratete ridicata in determinarea masei, el este capabil sa functioneze
in regim de tandem MS, intr-un singur stagiu de disociere (MS/MS).

Cel de-al doilea intrument cu care s-a realizat interfatarea robotului NanoMate este
un spectrometru de tip capcana ionicd de mare capacitate (HCT MS), in care ionii se
separa in functie de raportul m/z pe baza oscilatiilor create de aplicarea unui camp
de radiofrecventa. In ceea ce priveste HCT MS, rezolutia si acuratetea acestuia sunt
mai slabe decat cele ale spectrometrului QTOF, insa are o viteza de scanare
deosebit de ridicata, o sensibilitate mult superioara si poate realiza stagii multiple de
fragmentare (MS") astfel incat, pentru analizele structurale in care este utilizat,
acestea sunt compensate.

2. Cuplajul robotului NanoMate cu instrumentul de tip QTOF MS a necesitat
montarea interfetei robot-spectrometru si adaptarea atat a spectrometrului
cat si a robotului pentru functionarea in conexiune.

3. In cazul instrumentului HCT MS, cuplajul a presupus, de asemenea, si
construirea unei interfete, intrucat acest tandem fiind pentru prima data realizat,
nu a fost conceputd si deci, nici nu este disponibild o interfatd comerciala. La fel ca
si in cazul spectrometrului QTOF MS, dupa realizarea cuplajului fizic dintre
aparate, au fost optimizati parametrii functionali ai celor doua dispozitive, lucrul
necesar pentru a putea permite functionarea in regim cuplat.

4. Cele doua platforme analitice si-au dovedit capacitatile si performantele
superioare in comparatie cu metodele traditionale bazate pe electrospray prin
capilar. Avantajele deriva in special din aceea ca, ofera o viteza de lucru mult marita
prin automatizarea/robotizarea manipularii probei si a injectarii acesteia, un semnal
de electrospray stabil pe timp indelungat, de intensitate constanta si totodata
reproductibil. Eficienta foarte ridicata a ionizarii permite detectarea speciilor minore,
care foarte des reprezintda biomarkeri relevanti si care altfel nu ar putea fi
detectati/identificati. Comparand cu micro- si nanospray, un alt avantaj major al
experimentului realizat cu tehnologia MS, bazata pe chip, este acuratetea si precizia
superioare, de pané la 10% ori. In cazul extractelor biologice complexe, acestea fiind
date de cantitatile sub-picomolare de proba necesara pentru o investigare
structurala completa pot influenta sesibilitate si specificitatea unei analize.

5. Ambele platforme bazate pe chip ESI au putut fi optimizate, testate si
aplicate pe o varietate larga de compusi in scopul verificarii fezabilitatii lor,
precum si pentru elaborarea protocoalelor adecvate care sa permita abordarea cat
mai multor tipuri de biomolecule ( pentru screening si identificare compozitionala si
structurala in detaliu).

6. Sistemul NanoMate-QTOF a oferit rezultate de screening si analiza
structurala asupra unor compusi cu rol biologic semnificativ. Astfel, prin
NanoMate-QTOF MS au fost studiate glicosfingolipidele sialilate (gangliozide)
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din meningiomul benign uman, hemangiomul uman si glicopeptidele sialilate
extrase din urina unui pacient suferind de boala lui Schindler. Pentru ambele tipuri
de biomolecule extrase, din cele doua tipuri de matrici biologice umane, rezultatele
au permis postularea posibilului rol de biomarker al unor specii.

7. Sistemul NanoMate-QTOF a fost de asemenea optimizat si aplicat cu
succes pentru investigarea polizaharidelor lungi si functionalizate ce au
putut fi apoi caracterizate si prin MS/MS. folosind tehnica disocierilor induse prin
ciocnire (CID). Acest studiu are o importanta deosebitd pentru obtinerea produsilor
de reactie si a verificarii structurii zaharidei modificate (functionalizate). De
asemenea, metoda dezvoltata in cadrul tezei poate fi considerata un model in ceea
ce priveste derivatizarea carbohidratilor cu lanturi lungi, care nu prezinta grupuri
usor ionizabile si care in stare naturalda nu ar fi putut fi investigate prin
spectrometria de masa.

8. Sistemul NanoMate-HCT MS, o premiera, a fost succesiv optimizat, atat
pentru functionarea in tehnica de detectie a ionilor pozitivi, cat si in tehnica ionilor
negativi, in combinatie fie cu CID, fie cu disociere prin transfer de electroni (ETD).

9. Prima aplicatie a NanoMate-HCT MS a vizat implementarea platformei in
proteomica. Experimentele au debutat cu analiza unor peptide mici si medii pentru
a testa conceptul analitic si principiul de lucru. Rezultatele obtinute pe peptide
mici si medii, au dovedit ca sistemul este capabil sa genereze spectre de
masa de calitate superioara, cu o eficienta a ionizarii, a vitezei si a
sensibilitatii mult marite comparativ cu tehnicile de ionizare, analiza si
detectie existente pana in prezent.

10. In combinatie cu CID, platforma NanoMate-HCT MS a permis identificarea
peptidelor analizate prin intermediul ionilor diagnostic formati si apoi detectati in
procent mare si la intensitati, relativ ridicate.

11. Aceste date au incurajat aplicarea metodei pentru peptide conjugate Dau-
GnRH III, modificate si mai complexe. Si in acest caz, comparand cu tehnica
clasica de injectare prin seringa-pompa sau capilar, s-au obtinut rezultate
superioare, in special cu privire la gradul de ionizabare, dar si la reducerea
fragmentarii nespecifice in sursa. Aceste observatii au sustinut introducerea
tehnicii ETD in combinatie cu NanoMate-HCT MS in urma careia biogonjugatul
Dau-GnRH III a putut fi fragmentat cu succes si identificat structural.

12. Rezultatele obtinute utilizand drept analit, peptidele medii, au demonstrat ca
tehnica nou introdusd are capacitatea de a rezolva problema spinoasa a proteomicii
prin ,top-down”. In acest sens, experimentele de top-down prin ETD efectuate
pentru prima data pe o proteina au aratat ca prin NaoMate-HCT MS se pot
asigura conditiile de ionizare ale ionului precursor, precum si ca se pot
asigura conditiile de stabilitate pentru semnalul ESI, atit de necesar
efectuarii fragmentarii top-down a proteinei intacte. Aplicatia pe o proteina de
masa moleculara medie, in urma careia s-a inregistrat identificarea proteinei cu un
procent de ,acoperire” in ioni diagnostic de peste 80%, se constituie in primul
experiment reusit de top-down proteomica, prin ETD. Un asemenea studiu
sistematic, folosind microtehnologia pe un chip si HCT ETD, in protemica,
nu a mai fost intreprins pdna acum, de aceea caracterul novator al acestor
rezultate este evident.

13. Pentru a valida conceptul NanoMate-HCT MS in modul ionilor negativi si
a demonstra aplicabilitatea sa pentru categorii cat mai diverse de
biomolecule, experimentele au fost dirijate in continuare spre screening-ul
glicopeptidelor sialilate din urina pacientului suferind de boala lui Schindler. Si
acest caz rezultatele au dovedit ca metoda este fezabila si pe amestecuri complexe,
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ionizabile in acest mod. Astfel, au fost detectate 20 de specii de peptide O-
glicozilate, cu grade diferite de sialilare si lungimi diferite ale lanturilor ( pana la
hexazaharida ).

14. In final, metoda a fost testata si pe produsi sintetici. Astfel, au fost
analizate atat prin screening MS, cat si prin stagii multiple de disociere (de
pana la MS? ), polizaharide de tip maltodextrin, functionalizate cu 4,4'-diamina-
difenil-metan printr-o reactie de aminare reductiva. Prezenta metoda a permis
identificarea unor componente unice 1n amestecuri eterogene si de mare
complexitate, cu grad ridicat de polimerizare. Au fost detectate componente care
contin lanturi de la 2 pana 22 de unitati repetitive de glucoza. In plus, datorita
semnalului stabil si a eficientei ridicate a ionizarii, a fost posibila analiza
prin fragmentare a compusului din amestecul complex, fara a mai fi nevoie

de separarea cromatografica inainte de MS.
£ kS

*

Rezultatele remarcabile obtinute cu aceste noi platforme analitice si
metodologii de lucru permit o estimare pozitiva cu privire la posibilitatile
lor de a se constitui intr-o alternativa viabila a metodelor si canonanelor
analitice existente, in prezent, pentru cercetarea din domeniu.

In ceea ce privesc rezultatele cercetdrilor experimentale prezentate in teza de
doctorat, acestea au condus la redactarea unor lucrari stiintifice publicate in reviste
cotate ISI si ISI proceedings si/sau comunicate in cadrul conferintelor nationale si
internationale mentionate mai jos.

Articole in reviste cotate ISI si ISI proceedings

1. Coupling of fully automated chip-based electrospray ionization to high capacity
ion trap mass spectrometer for ganglioside analysis y

R. Almeida, C. Mosoarca, M. Chirita, V. Udrescu, N. Dincd, Z. Vukeli¢, M. Allen, A.
D.Zamfir, Anal. Biochem. 378, 43-52, 2008

2. Synthesis and structural characterization of amino-functionalized polysaccharides
I. Sisu, V. Udrescu, C. Flangea, S. Tudor, N. Dincd, L. Rusnac, A.D. Zamfir, E.Sisu,
Cent. Eur. J. Chem. 7, 66-73, 2009

3. Fully automated chip-based electrospray ionization multistage mass spectrometry
of long chain polysaccharides functionalized with aromatic amines

V. Udrescu, E. Sisu, I. Sisu, L. Rusnac, M. Allen, R. Almeida, A.D. Zamfir
Proceedings of the 56" American Society for Mass Spectrometry Conference on
Mass Spectrometry and Allied Topics, June 1-6, 2008, Denver, Colorado, USA

Prezentari la conferinte nationale si internationale

1. NanoESI QTOF and MALDI TOF MS of modified maltodextrins and dextrans

V. Udrescu, I. Sisu, N. Dinca, A. Lascu, C.Neanu, E. Sisu, L. Rusnac, A. D. Zamfir
1%t Advanced Research Workshop on Applications of Mass Spectrometry in Life
Safety under NATO auspices, Sept. 23-27, 2007, Herculane, Romania

2. Fully automated chip-based electrospray ionization multistage CID/ETD mass
spectrometry for glycoconjugate analysis
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V.Udrescu, R. Almeida, F. Harja, N. Dinca, L. Rusnac, M. Allen, A. D. Zamfir
Austrian Mass Spectrometry Forum, Feb. 18-22, 2008, Vienna, Austria

3. A novel method to enhance mass spectrometric analysis of long chain
polysaccharides

V. Udrescu, L. Rusnac, I. Sisu, E. Sisu, R. Almeida, A. D. Zamfir

Conferinta Internationala de Chimie, 29-31 Mai 2008, Timisoara, Romania

4. NanoMate/HCT MS o noua tehnica pentru analiza carbohidratilor, cu aplicatii in
biomedicina

A. D. Zamfir, V. Udrescu, C. Flangea, E. Sisu, N. Dinca, L. Rusnac

Simpozionul National al Academiei de Stiinte Medicale din Romania, 28-30 Sept.
2008, Sinaia, Romania

5. A novel procedure for derivatization of long chain polysaccharides to enhance
fully automated chip-based nanoelectrospray multistage mass spectrometric
analysis

E. Sisu, I. Sisu, C.Flangea, V. Udrescu, N. Dinca, A. D. Zamfir

2" International Symposium Research and Education in Innovation, ERA, 20-21
Nov., 2008, Arad, Romania

6. A novel derivatization method to enhance chip-nanoelectrospray analysis of long
chain polysaccharides

V. Udrescu, Sisu, I. Sisu, N. Dinc3a, I. Pancan, L. Rusnac, A.D. Zamfir

1%t International Conference of the Romanian Society for Mass Spectrometry, April
25-29, 2010, Sinaia, Romania

7. Chip-based nanoESI multistage mass spectrometry in neuroglycolipidomics:
characterization of ganglioside composition specificity in defined regions of fetal
human brain
L. Zagrean, A. Serb, V. Udrescu, E. Sisu, A. M. Zagrean, V. Belengeanu, Z. Vukelic,
A.D. Zamfir,
7™ FENS Forum of European Neuroscience Society, July 3-7, 2010, Amsterdam,
Netherlands

8. Chip-nanoelectrospray ion trap mass spectrometry of lactones

V. Udrescu, E. Sisu, I. Sisu, L. Rusnac, A.D. Zamfir

3" International Symposium Research and Education in Innovation, ERA, Nov. 10-
12, 2010, Arad, Romaénia

9. Screening and sequencing of modified maltodextrins and dextrans by quadrupole
time-of-flight and ion trap mass spectrometry

V. Udrescu, E.Sisu, 1.Sisu, L. Rusnac, A.D. Zamfir

2" International Conference of the Romanian Society for Mass Spectrometry, May
1-5, 2011, Timisoara, Romania
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Abrevieri

APCI - atmospheric pressure chemical ionisation, ionizare chimica la presiune
atmosferica)

CAD - collision activated decomposition, descompunere activata prin ciocnire

CE - capillary electrophoresis, electroforeza capilara

Cer - ceramida

CI - chemical ionisation, ionizarea chimica

CID - collision induced dissociation, disocierea indusa prin ciocnire

EI - electron impact ionisation, ionizarea prin impact electronic

ESI - electrospray ionisation, ionizare prin electropulverizare

ETD - electron transfer dissociation, disocierea prin transfer electronic

FAB - fast atom bombardment, bombardament cu atomi rapizi

FTICR-MS - Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometer,
spectrometru de masa cu rezonanta ciclotronica cu transformata Fourier

Fuc - fucoza

FWHM - full width at half of the maximum height

Gal - galactoza

GalCer - galactozilceramida

GC - gas chromatography, cromatografie gazoasa

GalNAc - N-acetilgalactozamina

GGs - gangliozide

Glc - glucoza

GlcCer - glucozilceramida

GIcNAc - N-acetilglucozamina

GSL - glicosfingolipide

HPLC - high performance liquid chromatography, cromatografie lichida de inalta
performanta

IT - ion trap, capcana ionica

LacCer - lactozilceramida

MALDI - matrix assisted laser desorbtion ionisation, ionizare prin desorbtie de pe
matrice cu laser

Micro-TAS (u-TAS)- micrototal analysis systems, microsisteme de analiza totala

MS - mass spectrometry, spectrometrie de masa, spectrometru de masa

MS/MS - tandem mass spectrometry, spectrometrie de masa in tandem

MS" - spectrometrie de masa cu fragmentare in stadii multiple

Neu5Ac - acidul N-acetil-neuraminic

Neu5Gc - acidul N-glicolil-neuraminic

O-Ac - O-acetil, O-acetilare

ppm - parts per million, parti pe milion

QIT - quadrupole ion trap, analizor cu capcana ionica quadrupolar

QTOF MS - quadrupole time-of-flight mass spectrometry, spectrometru de masa
quadrupolar hibrid cu timp de zbor

TIC - total ion chromatogram, cromatograma curentului total de ioni

TLC - thin layer chromatography, cromatografie in strat subtire

TOF MS - time-of-flight mass spectrometry, spectrometru de masa cu timp de zbor
u.a.m - unitate atomica de masa
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Termeni generali si fundamentali

APCI Ionizare chimica la presiunea atmosferica: proces de ionizare chimica ce are
loc cu ajutorul unui lichid aflat in faza de gaz si la presiune atmosferica datorita
descarcarii electrice de tip Corona (ionizare chimica care are loc la presiune
redusa).

API de ionizare cu presiune atmosferica: orice proces de ionizare, in care ionii se
formeaza dintr-un lichid in faza de gaz aflat la presiune atmosferica.

APPI presiunea atmosfericd de fotoionizare: proces de ionizare chimica la presiunea
atmosferica in care ionii de reactant sunt generati prin fotoionizare.

CI ionizare chimica: Formarea unor ioni noi in faza gazoasa ca urmare a unei
reactii chimice, intre o specie chimica neutra si un ion. Procesul poate implica
transferul unui electron, unui proton sau altor specii, intre reactanti.

Mod de ionizare: metoda de ionizare utilizatd pentru a produce ioni de probd, in
vederea separarii acestora in analizorul unui spectrometru de masa.

Ion Trap: capcana ionica, de obicei acest termen se referda la o capcana ionica de
tip quadrupol ( cu patru electrozi). FT-ICR si Orbitrap sunt, de asemenea, tipuri de
capcane ionice- analizoare.

FT-ICR: ciclotron cu rezonanta ionicd ce foloseste tranformata Fourier; analizor
de ioni, de tip capcana ionica de masa; aparat , instalatie, accelerator ciclic de
particule elementare sau atomice grele, electrizate, care descriu traiectorii tip
spirale intr-un cdmp electric alternativ, si care dupa ce parasesc acceleratorul au
energii foarte mari: se bazeaza pe principiul rezonantei ionice, in care un ion se
deplaseaza intr-un camp magnetic pe o orbita circulara in functie de frecventa
caracteristica ionului si de valoarea raportuluim/ z .

Izotopi: specii ai aceluiasi element chimic care au acelasi numar de protoni, dar un
numar diferit de neutroni in nucleu si, in consecintd au mase diferite (de exemplu,
12C si 13C - ambele au 6 protoni in nucleu, dar 12C are 6 neutroni pe cind 13C-are
7 neutroni, deci mase atomice diferite) .

Sector magnetic: un tip de analizor de masa, care accelereaza ionii, printr-un camp
magnetic perpendicular pe directia de miscare, pe traiectorii circulare pentru a
separa ionii de mase diferite (in functie de impuls). Pentru masurarea exacta a
masei se realizeaza o dublare a sectorului de cimp magnetic, prin cuplarea cu un
sector electric, (in cadrul aceluiasi spectrometru de masa; de aceea se foloseste
termenul de “sector” sau "spectrometru cu fascicul dublu”), in vederea reducerii la
minimum a dispersiei de energie, atingindu-se astfel o rezolutie mai mare.

MALDI ionizare prin desorbtie cu laser: proces de ionizare prin formarea de ioni in
faza gazoasa (desorbtie= indepartare a unei substante absorbite de pe suprafata
unui adsorbant) , de la molecule care sunt prezente intr-o matrice solida sau
lichida, sub actiunea iradierii cu o lumina laser pulsatorie.
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Analizor de masa: parte dintr-un spectrometru de masa care separa un amestec de
ioni in functie de masa lor, mai exact in functie de raportul m/z, prin aplicarea unor
campuri electrice si magnetice.

Rezolutie de masa: cea mai mica diferenta de masa (Am) dintre doua varfuri de
inaltime egala, astfel incat distanta in partea inferioara dintre ele, este o fractie, o
parte specifica data de inaltimea varfului.

Spectrul de masa: reprezintd trasarea abundentei relative a unui fascicul de ioni
colectati in functie de valorile date de raportul m / z . O succesiune de “virfuri” de
peak-uri.

Ion molecular: un ion format prin eliminarea unuia sau mai multor electroni pentru
a forma un ion pozitiv sau acceptarea de unul sau mai multi electroni pentru a
forma un ion negativ.

Regula azotului: regula prin care se stabileste cad intr-o moleculd organica care
contine elementele C, H, O, S, P, sau un halogen, molecula are o masa nominala
impara daca contine un numar impar de atomi de azot.

Orbitrap: un tip de capcana ionica in care ionii sunt prinsi pe traiectorii inchise
circulare si oscileaza armonic de-a lungul axei capcanei. Frecventa de oscilatie este
invers proportionald cu radacina patratéd a raportului m/ z.

Quadrupole: un tip de analizor de masa, constand din patru electrozi ( tip tije)
metalici dispusi central si paraleli intre ei, a caror dispunere se aseamana cu
colturile unui patrat si ai caror poli sunt legati opus, astfel incit separa ionii pe baza
oscilatiilor acestora intr-un cdmp electric de radiofrecventa (campul quadrupole).

Capcana ionica de tip Quadrupole (adesea numit doar "capcana ionica"): un tip de
analizor al unui spectrometru de masa in care miscarea ionilor este determinata prin
utilizarea de campuri magnetice si/sau electrice si apoi separarea selectiva pentru
diferite valori ale tensiunii de RF- radiofrecventa si extragerea lor in functie de
raportul m/z. Capcana de ioni este utilizata frecvent pentru studii de fragmentare (
"MSn"), deoarece permite ca serii succesive de ioni sa fie prinsi in capcana si apoi
fragmentati.

Detector parte dintr-un spectrometru de masa care detecteaza ionii, dupa separarea
in functie de masa.

EI ionizare cu electroni: proces de ionizare a unui atom sau molecule, de catre
electroni, accelerati, avind energia intre 10 si 150 electron-volti (eV), in scopul de
a elimina unul sau mai multi electroni din molecula; 70eV este valoarea acceptata
pentru achizitionarea unui spectru.

ESI ionizare prin electrospray: proces prin care speciile chimice aflate in faza
lichida intr-o substanta sunt pulverizate printr-un orificiu, la presiunea atmosferica,
si aduse in faza gazoasa prin desolvatare ( trecere printr-un gaz inert, uscat), astfel
incit picaturile, (incarcate cu sarcind electrica extrem de mare), sint ionizate,
fragmentate, datoritd prezentei unui cdmp electric foarte intens (energii cuprinse
intre 1000 la 10000 eV).

BUPT



ldnd

Anexe
Anexal. Rezumatul modurilor de ionizare
Ioni formati in vid Ioni formati la presiune atmosferica Toni formati in vid
sau presiune
atmosferica
Tipuri de ITonizarea prin ciocnire | Ionizarea chimica(CI) Ionizarea prin electrospray ITonizare la presiune Fotoionizare la Ionizare prin
ionizare cu electroni (EI) (ESI) atmosferica (APCI) presiune desorbtie asistata cu
atmosfericd (APPI) matrice laser
(MALDI)
Tipuri de Non polari si specii La fel ca la EL.Se Orice compus suficient de Multi compusi Optima pentru 0O gama larga de
compusi moderat polare cum intensifica modul de bazic , in fazd de gaz care prezenti in sursa compusi non polari. | molecule de la non
sunt hidrocarburile detectare a ionilor acceptd un proton sau un alt | care nu pot fiionizati | Tehnica oferd o polare la ionice pot fi
aromatice. Moleculele | moleculari. Este cation (la modul pozitiv), sau | prin ESI vor fi gama de aplicatji analizate.
trebuie sa fie volatile necesara alegerea suficient de acid pentru a protonati prin APCI care pot fi evaluate. Recomandat pentru
si stabile termic. adecvatd a unui gaz pierde un proton (la modul foarte puternic de molecule mari.
reactiv. negativ). catre acidul in faza
de gaz.
Natura Pierderea de electroni | +ve ion:ionizare prin +ve ion: aditie de cationic ( +ve ion: aditia de +ve ion: aditie de +ve ion: cation
mecanisme | duce la aparitia reactie cu gaz reactiv . de exemplu H*, Na*, Nhs*). protoni este protoni . radical sau aditie de
-lor de cationilor radical. De cele mai multe ori -ve ion :pierdere de protoni obignuita. -ve ion: captura de proton. Se formeaza
ionizare Energia interna poate ionizarea are loc cu sau atasare de anioni. -ve ion: captura de electroni. clusteri moleculari.
duce la o fragmentare | atasare de cationi. Gruparile molecular sunt electroni. -ve ion: captura de
considerabild. -ve ion:captura de obisnuite. electroni sau
electroni sau atasare de pierdere de protoni.
anioni.
Ioni tipici +ve ion: H*,[M-H]*, +ve ion :[M+H]*, +ve ion: [M+H]*, +ve ion: [M+H]* +ve ion: M*, +ve ion: M*,
observati -ve ion: EI nu este [M+NH,]*. [M+Nal*, [M+nH]™ -ve ion: M, [M-HT [M+H]* [M+H]*,
posibild in modul -ve ion:M™ -ve ion: [M-HT, -ve ion: M~ [My+HT¥, [M+2H]**
negativ. [M+XT -ve ion: M7, [M-HT
Fragmentare | Fragmentare Fragmentare mai Proces cu energie Asemandtor cu ESI. | Asemandtor cu ESI. Fragmentare slaba

semnificativd. Multe
informatii despre
stuctura moleculelor.

scazuta decat in cazul
EI; probabilitate mai
mare de a observa ionii
corelati cu molecula
origine.

scazuta; cateva
fragmente.

O mai mare fragmentare la
MS-MS sau folosirea unei
tensiuni mai inalte in sursa.

sau chiar lipsa
fragmentare. Cele
mai multe fragmente
necesitd MS-MS.
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Introducere | Printr-o sonda la Asemanator cu ESI. Proba dizolvatd intr-un Asemanator cu ESI. Asemanator cu ESI. Proba trebuie
proba temperatura solvent adecvat. aplicatd intr-o
controlatd sau prin matrice
coloana de la GC. corespunzatoare.
Solvent GCMS necesita Asemanator cu ESI. Amestec de apa / solvent Asemanator cu ESI. Asemanator cu Solventul de la care
tipic solvent volatil non organic cu adaos optional de Amestecurile de APCI. proba va forma un

polar.Temperatura la
care GC injecteaza
proba poate influenta
reusita.

Proba nedizolvata
poate fi introdusa
dacd este volatila si
stabila termic.

electroliti (de exemplu, acid
formic sau de acetat de
amoniu).

Amestecuri tipice frecvent
inversate datorita variatiei
fazei HPLC. Alegerea
solventului ar putea fi
decisiva.

hidrocarburi/ alcool
la fel ca pentru faza
normal HPLC.

amestec cristalin cu
matricea.

Alegerea matricei si
prepararea probei
pot fi dificile.
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Anexa 2.

Componentele spectrometrului de masa

IN FAZA LICHIDA
(LSIMS)
BOMBARDAMENT CU
ATOMI RAPIZI (FAB)

REZOLUTIA
ADMISIE MOD DE IONIZARE ANALIZOR* POSIBILA
CROMATOGRAF DE IONIZARE PRIN QUADRUPOLE CU TIMP Scazutd/
GAZ (GC) CIOCNIRE CU ELECTRONI DE ZBOR (TOF) Medie
SONDA INSERTIE (ET) } 3
DIRECTA (DIP) CAPCANA IONICA Scazuta
SONDA PROBA IONIZARE CHIMICA (CI) Medie
SOLIDA (SP)
SONDA DE CU SECTOR MAGNETIC fnalts
DESORBTIE (DEI/DCI)
DEBIT/ORIFICIU IONIZARE LA PRESIUNE CICLCOTRON CU | Foarta
INJECTARE (FIA) ATMOSFERICA (APCI) REZONANTA IONICA CU fnalta
o INFUZIE FOTOIONIZARE LA . TRANSFORMATA
a ELECTROFOREZA PRESIUNE ATMOSFERICA FOURIER (FTICR)
£ CAPILARA (CE) (APPI) R
5 CROMATOGRAFIE ELECTROSPRAY (ESI) ORBITRAP Inalta
LICHIDA (HPLC)
PLACA (n) IONIZARE PRIN . * cele mai multe analizoare permit
DESORBTIE ASISTATA combinatii hibride de tip "MS tandem"
CU MATRICE LASER sau "MS"™ (capcana ionica / FT-ICR)
(MALDI)
SUPRAFA]'A/]'INTA MS CU IONI SECUNDARI

DETECTOR
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Factori cheie in alegerea
probei

Proprietatile
compusului supus
analizei:
Solubilitate
Volatilitate
Stabilitate termica

Proprietatile compusului
supus analizei:
Polaritate

Solubilitate

Stabilitate termica

Masa moleculara

Este necesara
fragmentara?

Registrul / categoria
maselor

Rezolutia de masa
Viteza de scanare
Limita de detectare
Registrul dinamic

Factori cheie care
influenteaza
performanta

Ca mai sus

Efecte de memorie

Tensiunea aplicata
Solvent utilizat
Aditivi utilizati

Calibrarea maselor
Rezolutia de masa
Energia folosita
Cantitatea si
concentratia probei
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